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Zusammenfassung 
Die  Expression  der  C4‐spezifischen  Isoform  der  Phosphoenolpyruvatcarboxylase  (C4‐
Pepc) wird durch  vielfältige endogene und exogene  Stimuli  reguliert. Die Regulation 
erfolgt in erster Linie auf der Ebene der Transkription, so dass die vielfältigen Stimuli in 
eine  einzelne  Promotorantwort  integriert werden müssen. Das Gen  stellt  daher  ein 
hervorragendes System zur Studie der Reizintegration auf der Ebene von Chromatin‐
modifikationen dar. Durch  vorangegangene  Studien  in der Arbeitsgruppe  konnte ein 
Modell für diese Signalintegration aufgestellt werden. Dieses unterteilt den Promotor 
in einen distalen und einen proximalen Bereich. Die Acetylierung der Histone am dista‐
len  Promotor  scheint mit  der  Promotoraktivität  zu  korrelieren,  egal  ob  diese  über 
Licht,  Stickstoffmangel  oder  Zuckerverfügbarkeit  reguliert  wird.  Für  einzelne  dieser 
Modifikationen konnte eine Regulation über die Aktivität einer Histonacetyltransferase 
(HAT)  nachgewiesen  werden,  während  andere  durch  die  Regulation  der  Histonde‐
acetylase‐Aktivität  (HDAC‐Aktivität)  verändert  werden.  Am  proximalen  Promotor 
(Kernpromotor)  sind  dagegen  viele Modifikationen  konstitutiv  vorhanden.  Zwei  be‐
stimmte Lysine (H4K5 und H3K9) werden  im Licht acetyliert, unabhängig von der Pro‐
motoraktivität oder weiteren Stimuli. Es wurde daher angenommen, das Licht alleine 
notwendig und auch hinreichend für die Etablierung dieser beiden spezifischen Modi‐
fikationen ist. 
In der vorliegenden Arbeit konnte durch die detailierte Studie der Histonmodifikatio‐
nen und der Promotoraktivität  im Tagesverlauf gezeigt werden, dass die beschriebe‐
nen Modifikationen in der zweiten Tageshälfte unter voller Belichtung vollständig ent‐
fernt werden. Durch  die  Applikation  eines Histondeacetylaseinhibitors  konnte  diese 
Beobachtung auf die Regulation einer HDAC zurückgeführt werden. Damit konnte das 
Modell um einen diurnal kontrollierten Signalintegrator oberhalb der HDAC‐Aktivität 
erweitert  werden.  Weiterhin  konnte  in  Dauerbelichtungsversuchen  eine  circadiane 
Kontrolle  der  Promotoraktivität  beobachtet werden,  obwohl  die  Histonacetylierung 
nicht in allen Promotorbereichen und allen Modifikationen mit dieser korreliert. Durch 
die Analyse bisher nicht getesteter Modifikationen konnte zudem für den Kernpromo‐
tor  ein weiteres  Lysin  (H3K23)  und  für  den  distalen  Promotor  zwei weitere  Lysine 
(H3K23 und H3K27) identifiziert werden, die eine licht‐induzierte Acetylierung aufwei‐
sen.  
Die Analyse der C4‐spezifischen Isoform der Pyruvat‐Pi‐Dikinase (C4‐Ppdk) und des Ma‐
latenzyms (C4‐Me) konnte zudem nachweisen, dass einzelne licht‐induzierte Modifika‐
tionen ein gemeinsames Merkmal C4‐spezifischer Gene darstellen. Da auch  für diese 
Gene eine Deacetylierung unter voller Belichtung im Tagesverlauf erfolgt, ist auch hier 
eine  Signalintegration  oberhalb  der  HDAC‐Aktivität wahrscheinlich. Obwohl  sich  die 
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diurnale Rhythmik der Promotoraktivität  von dem  für C4‐Pepc beobachteten Muster 
stark unterscheidet,  fallen die Gene bei Dauerbelichtung  in einen  völlig  veränderten 
Rhythmus, der dem von C4‐Pepc dann stark ähnelt. Dies legt eine unabhängige Kontrol‐
le diurnaler und circadianer Aktivität nahe. 
Abschließend wurde durch die Verwendung der Mircoarray‐Technologie die Grundlage 
für die Verallgemeinerung des Modells zur Signalintegration auf Chromatinebene über 
C4‐spezifische Gene hinaus gelegt. Es konnten zahlreiche Gene identifiziert werden, die 
auf die Stimuli Licht, Zuckerverfügbarkeit und Stickstoffmangel eine ähnliche Regulati‐
on der Transkription zeigen wie C4‐Pepc. Durch die Analyse der Histonmodifikationen 
in den Promotorbereichen dieser Gene soll zukünftig die Frage beantwortet werden, 
ob ein allgemeingültiges Modell der Integration spezifischer Stimuli auf der Ebene des 
Chromatins existiert. 
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Abstract 
Multiple  internal  and  external  stimuli  act  on  the  transcriptional  activity  of  the  C4‐
specific  isoform of phosphoenolpyruvate  carboxylase  (C4‐Pepc)  and have  to be  inte‐
grated  into a  single promoter  response. Therefore, C4‐Pepc  is a perfect candidate  to 
investigate  signal  integration  on  the  chromatin  level.  Previous  studies  in  our  group 
already revealed a model for this process: The promoter region of C4‐Pepc can be di‐
vided into a distal and a proximal region. The level of histone acetylation at the distal 
promoter  correlates with  promoter  activity.  This  is  regardless  of whether  promoter 
activity  is  regulated by  light, nitrogen depletion or  sugar  availability.  Some of  these 
modifications are regulated by modulation of histone acetyltransferase  (HAT) activity 
whereas  for others histone deacetylases  (HDAC) activity  is modulated.  In contrast, at 
the  proximal  core  promoter most  acetylations  are  constitutively  present. Only  two 
specific  lysine  residues  (H4K5  and  H3K9)  are  acetylated  after  illumination  and  this 
process  is  independent of promoter activity. These results  led  to  the conclusion  that 
illumination is necessary and sufficient to manifest these specific modifications on the 
core promoter. 
In  this  study,  the  daily  rhythm  of histone modifications  and  promoter  activity were 
analyzed. In the second half of the day, light‐induced core promoter modifications are 
completely removed although plants are fully  illuminated. By application of a histone 
deacetylase  inhibitor  it became evident  that up‐regulation of HDAC was  responsible 
for removal of the modification. This extends the current model by a diurnal controlled 
signal  integrator upstream of HDAC‐activity. Continuous  light experiments were used 
to analyze circadian control of promoter activity.  Indeed, promoter activity was diur‐
nally regulated even under these conditions. However, histone acetylation did not cor‐
relate  in  all  promoter  regions with  this  observation.  Importantly,  H3K9  in  the  core 
promoter  region and H4K5  in nearly all promoter  regions did not  follow  the diurnal 
rhythm but remained  low after two or one days of constant  light. This  indicates that 
histone acetylation  in the core promoter region  is not necessary for circadian regula‐
tion of C4‐Pepc. Two additional modification sites showing light‐induced acetylation in 
the distal  (H3K23 and H3K27) and  the proximal  (H3K23 only) promoter  region were 
identified. 
The analysis was extended  to C4‐Pyruvate‐Pi‐Dikinase  (C4‐Ppdk) and C4‐Malic enzyme 
(C4‐Me). As  shown  for C4‐Pepc,  individual histone acetylations were  induced by  light 
whereas  most  others  were  present  constitutively.  Also  here,  complete  promoter 
deacetylation during  the  light period was observed. Promoter  activity  showed  com‐
pletely  different  diurnal  rhythms  compared  to  C4‐Pepc. However,  in  constant  light, 
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both genes adopted  the  typical rhythm observed  for C4‐Pepc. This points  to an  inde‐
pendent control of diurnal and circadian regulation. 
In addition, 23 maize genes showing similar gene regulation by light, sugar availability, 
and  nitrogen  depletion  compared  to C4‐Pepc were  identified  using microarray  tech‐
nology.  Chromatin  analysis  of  the  corresponding  promoters will  reveal whether  the 
model  for  signal  integration on  the C4‐Pepc  gene  can be  generalized or  at  least  ex‐
tended to other genes. 
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1 Einleitung 
1.1 Chromatin 
Eukaryotische Organismen  sind  aufgrund der Größe  ihres Genoms dazu  gezwungen, 
die DNA in irgendeiner Form zu komprimieren, um eine Verpackung in dem nur wenige 
Mikrometer  großen  Zellkern  zu  ermöglichen.  So  hat  das  Maisgenom  im  diploiden 
Chromosomensatz  mit  seinen  2‐mal  2,5x109  Basenpaaren  (www.maizegenome.org) 
unkomprimiert eine Länge von etwa 1,7 m. An diesem Beispiel wird deutlich, wie stark 
die DNA‐Moleküle verdichtet werden müssen, um  im Zellkern untergebracht werden 
zu können. Die Komprimierung der DNA wird  im Wesentlichen durch die Anlagerung 
von Proteinen und Wechselwirkungen zwischen diesen erreicht. Aufgrund dessen bil‐
det sich eine Struktur, welche als Chromatin bezeichnet wird. 
1.1.1 Struktur und Funktion von Chromatin 
Den  Kern  der  Chromatinstruktur  bildet  das  sogenannte Nukleosom. Das Nukleosom 
besteht aus jeweils zwei der Histonproteine H2A, H2B, H3 und H4. Um dieses Nukleo‐
som‐Oktamer windet sich die DNA 1,65‐mal (Li et al., 2007). Durch die Anlagerung ei‐
nes weiteren Histonproteins, Histon H1, außerhalb des Grundpartikels, werden  insge‐
samt 165 bp um das Nukleosom gewunden (Lewin, 2002). Die durch DNA und Histon‐
proteinen  gebildete Grundstruktur  bildet  unter  physiologischen  Salzkonzentrationen 
die  30  nm  Fibrille  aus, welche  einen  Verpackungsgrad  von  bis  zu  40‐fach  aufweist. 
Durch weitere Auffaltungen kann sich eine Faser mit einem ungefähren Durchmesser 
von 300 nm bilden. Aus dem  letzten Komprimierungsschritt entsteht dann das  licht‐
mikroskopisch sichtbare Chromosom. 
Aufgrund der Anfärbbarkeit mit basischen Kernfarbstoffen wird der Komplex aus DNA 
und Proteinen als Chromatin (griechisch chroma für Farbe) bezeichnet. Hierbei sorgen 
die  Histonproteine mit  ihrer  globulären  Domäne  für  die  strukturelle  Integrität  der  
Nukleosomen sowie mit ihren aminoterminalen Enden für die Interaktion mit der DNA 
sowie anderen Proteinen (Luger et al., 1997). Grundsätzlich werden zwei Chromatinva‐
rianten  unterschieden,  das  Heterochtomatin  sowie  das  Euchromatin  (Adkins  et  al., 
2004).  Euchromatische Bereiche  sind dadurch  charakterisiert, dass  sie weniger  stark 
kondensiert  vorliegen und  in  ihnen die überwiegende  Zahl der  transkribierten Gene 
lokalisiert  ist. Heterochromatische Bereiche sind hingegen wesentlich stärker konden‐
siert, wobei man hier zwischen konstitutivem und  fakultativem Heterochromatin un‐
terscheidet.  In konstitutiv heterochromatischen Bereichen  finden sich vor allem Cen‐
tromere, Telomere und repetitive Sequenzen. Im fakultativem Heterochromatin liegen 
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hingegen Gene vor, die zwar  inaktiv sind,  jedoch unter bestimmten Voraussetzungen 
transkribiert werden können (Grewal und Jia, 2007).  
Aufgrund der Tatsache, dass innerhalb des Zellkerns von Eukaryoten keine nackte DNA, 
sondern durch Proteine komplexierte DNA vorliegt, stellt das Chromatin die eigentliche 
Matrize  für  lebensnotwendige  Prozesse, wie DNA‐Replikation,  Rekombination, DNA‐
Reparatur und auch die Transkription dar (Li et al., 2007). Zwei Mechanismen sind mit 
der  Aktivierung  von  Promotoren  im  Chromatinkontext  von  besonderer  Bedeutung. 
Zum einen verändern ATP‐abhängige Chromatin‐Remodeling‐Komplexe kurzzeitig die 
Zugänglichkeit des Chromatins und  spielen  auf diese Weise nicht nur eine entschei‐
dende  Rolle  bei  der  Initiierung  von  Transkriptionsereignissen,  sondern  auch  bei  der 
Elongation der RNA‐Polymerase II (Workman, 2006). Zum anderen tragen auch spezifi‐
sche Histonmodifikationen vor allem an den N‐terminalen Enden der Histone dazu bei, 
dass die Chromatinstruktur  kurzfristig  verändert wird und  stellen  zudem häufig eine 
Bindestelle für weitere regulatorische Proteine dar (Berger, 2002). Diese Histonmodifi‐
kationen beinhalten neben Acetylierung und Methylierung auch die Ubiquitinylierung, 
Phosphorylierung, Sumoylierung und ADP‐Ribosylierung  (Li et al., 2007).  Im Weiteren 
wird das besondere Augenmerk auf die Acetylierung und Methylierung der Histone H3 
und H4 gelegt.  
 
1.1.2 Bedeutung von Histonmodifikationen bei der Genregulation 
Die bis zum heutigen Tag weitreichendsten Erkenntnisse in Bezug auf den Zusammen‐
hang zwischen Histonmodifikationen und den regulatorischen Prozessen der Transkrip‐
tion wurden  in den  letzten Jahrzehnten  in der Hefe Saccharomyces cerevisiae gewon‐
nen. Innerhalb dieser Zeit wurde die Fortentwicklung der Techniken dazu genutzt, ge‐
nomweite Untersuchungen zu Verteilungsmustern von Histonmodifikationen in Relati‐
on  zur Transkriptionsaktivität durchzuführen  (Kurdistani et al., 2004; Pokholok et al., 
2005; Millar und Grunstein, 2006). Durch diese und weitere Untersuchungen konnten 
besonders die Acetylierung und Methylierung der Histone H3 und H4 in einen mecha‐
nistischen  Zusammenhang  mit  Transkriptionsereignissen  und  Repressionszuständen 
gebracht werden (Nightingale et al., 2006). Abbildung 1.1 zeigt die in pflanzlichen Spe‐
zies bis dato nachgewiesenen Acetylierungen und Methylierungen der Histone H3 und 
H4. Hierbei sind mögliche Methylierungsstellen als blaue Kreise und potentielle Acety‐
lierungsstellen als orange Dreiecke dargestellt. Grundsätzlich findet die Acetylierung an 
Lysin‐Resten  statt  (Shahbazian  und Grunstein,  2007), während  die Methylierung  an 
Lysin‐ und Arginin‐Resten erfolgen kann. Bei der Methylierung von Lysin‐Resten unter‐
scheidet man darüber hinaus  zwischen Mono‐, Di und Trimethylierung, während bei 
der Methylierung von Argininen zwischen Monomethylierung und der symmetrischen 
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oder  asymmetrischen  Dimethylierung  differenziert  wird  (Shilatifard,  2006).  Andere 
Modifikationen, wie z.B. Phosphorylierung, sind aus Gründen der Übersichtlichkeit  in 
Abbildung 1.1 nicht aufgeführt. 
 
Abbildung 1.1: Postranslationale Acetylierungen und Methylierungen der Histone H3 und H4. 
Dargestellt sind die N‐terminalen Enden der Histone H3 und H4 mit den in pflanzlichen Spezies bis zu diesem Zeit‐
punkt  bekannten  potentiellen  Acetylierungs‐  (oranges  Dreieck)  und Methylierungsstellen  (blauer  Kreis).  Auf  die 
Darstellung weiterer posttranslationaler Histonmodifikationen wurde aufgrund der Übersichtlichkeit verzichtet. Die 
Abbildung wurde nach Chen und Tian verändert und nach Benhamed erweitert (Benhamed et al., 2006; Chen und 
Tian, 2007). 
 
Besonders die Acetylierung der Histone korreliert häufig mit aktiv  transkribierten Zu‐
ständen, während  zum  Betrachtungszeitpunkt  nicht  aktiv  transkribierte  euchromati‐
sche Gene zumeist deacetylierte Histone aufweisen (Pokholok et al., 2005). Im Rahmen 
der Untersuchungen wurde  zudem  deutlich,  dass  spezifische  Verteilungsmuster  von 
Histonmodifikationen über die entsprechenden Gene von Bedeutung zu sein scheinen. 
Die Acetylierung der Histone  ist besonders  im Promotorbereich und  in der 5‘ Region 
des transkribierten Bereichs anzutreffen. Darüber hinaus konnte auch festgestellt wer‐
den, dass Nukleosomen, welche die Transkriptionsinitiationsstelle (TIS) flankieren, eine 
besondere Bedeutung zuzukommen scheint, da diese  im Gegensatz zu den sie umge‐
benden  Nukleosomen  nicht  hyperacetyliert  sondern  hypoacetyliert  sind  (Liu  et  al., 
2005). Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass die Trimethylierung des Histons 
H3 an Lysin 4 (triH3K4) zumeist  in der 5‘ Region eines aktiv transkribierten Gens auf‐
tritt (Liu et al., 2005; Millar und Grunstein, 2006; Li et al., 2007). Viele dieser Erkennt‐
nisse konnten inzwischen auch auf andere Organismen übertragen werden. So konnte 
durch eine genomweite Analyse in Reis gezeigt werden, dass auch hier die Trimethylie‐
rung von H3K4  in der 5‘ Region aktiv transkribierter Gene vorkommt (Li et al., 2008). 
Zudem  wurden  aber  auch  einige  Unterschiede  zwischen  den  Organismen  deutlich 
(Fuchs et al., 2006). Aufgrund der Komplexität der beobachteten Muster und Zusam‐
menhänge  soll  in  der  Folge  besonders  auf  die Rolle  von Histonmodifikation  bei  der 
Regulation der Transkription in Pflanzen eingegangen werden. 
H3ARTKQTARKSTGGKAPRKQLATKAARKSAPATGGVK
9 1814 23 27
H4SGRGKGGKGLGKGGAKRHRKVL
5 12 16 208
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1.1.3 Die Rolle von Histonmodifikationen in der Transkriptionsregulation bei Pflan‐
zen 
Im Laufe der Chromatinforschung in Pflanzen ist deutlich geworden, dass die Modifika‐
tion von Histonen an der Regulation von nahezu allen Prozessen  in der Pflanzenent‐
wicklung beteiligt ist. In Abbildung 1.2 ist schematisch dargestellt, welche Histonmodi‐
fikationen welche pflanzlichen Prozesse beeinflussen (Nelissen et al., 2007).  
 
Abbildung 1.2: Pflanzliche Prozesse, welche durch Histonmodifikationen beeinflusst sind. 
Schematisch dargestellt  ist eine dikotolydone Pflanze, sowie die diversen Prozesse, welche durch Histonmodifika‐
tionen beeinflusst werden. Hierbei sind die Acetylierung in orange Ac, die Methylierung in blau Me, die Ubiquitiny‐
lierung in grün Ub und die Phosphorilierung in grau Ph dargestellt. Die Abbildung wurde verändert nach Nelissen et 
al. (2007). 
 
Hierbei  bestehen  einige  grundsätzliche  Gemeinsamkeiten  bezüglich  der  Lokalisation 
und der Wirkung einzelner Histonmodifikationen. Im Zusammenhang mit reprimierten 
Genen wurde die Trimethylierung von H3K27 und H3K9 über dem gesamten Gen mit 
einer graduellen Abnahme vom Promotor über die kodierende Region bis an das Ende 
des Gens  (Turck et al., 2007), sowie eine  lokal auf den Promotorbereich beschränkte 
symmetrische Dimethylierung von H4R3, beobachtet  (Wang et al., 2007). Die beiden 
ersten Modifikationen treten dabei nie gemeinsam an ein und demselben Gen auf. Im 
Zusammenhang mit  aktiv  transkribierten Genen wurde  die Di‐  oder  Trimethylierung 
von H3K4  im Promotor sowie zu Beginn des kodierenden Bereichs festgestellt (Kim et 
al., 2005; Li et al., 2008). Ähnliches konnte  für die Diemethylierung von Lysin 36 des 
Histons H3 beobachtet werden, wobei diese Modifikation jedoch auf die 5‘ Region des 
transkribierten Bereichs beschränkt ist (Zhao et al., 2005). Zusätzlich konnte die Acety‐
lierung verschiedener Lysine der Histone H3 und H4 im Promotor und im 5‘ Bereich der 
transkribierten Region aktiver Gene gefunden werden (Pfluger und Wagner, 2007).  
Meristem‐Aktivität und Zellzyklus
Ph Ub
Wurzelwachstum
Ac Me Ub
Wurzelhaar‐Spezifikation
Ac
Blühinduktion
Ac Me
Blütenentwicklung
Ac Me
Blattwachstum
Ac Me Ub
abiotischer Stress
AcMe Ph
biotischer Stress
Ac
Blattbildung
Ac
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Über diese grundsätzlichen Gemeinsamkeiten hinaus besteht eine hohe Diversität be‐
züglich des Vorkommens, der Lokalisation  sowie der  relativen  zeitlichen Abfolge von 
Histonmodifikationen bei der Aktivierung spezifischer Gene. Aus diesem Grund wird im 
Folgenden auf die Rolle von Histonmodifikationen bei der Regulation pflanzenspezifi‐
scher Prozesse näher eingegangen. 
Bei der Betrachtung des am häufigsten untersuchten pflanzlichen Prozesses, der Blüh‐
induktion, wird die Bedeutung von Histonmodifikationen deutlich. Der zentrale Regula‐
tor bei der Kontrolle der Blühinduktion ist der FLOWERLOCUS C (FLC). Betrachtet man 
die Blühinduktion an dem Beispiel von Arabidopsis thaliana, welche eine Kälteperiode 
benötigt, damit es zu einer Blühinduktion kommt, so wird der FLC vor dem Einwirken 
von Kälte stark exprimiert, während die Expression reprimiert wird nachdem eine Käl‐
teperiode stattgefunden hat (He und Amasino, 2005). Wird FLC stark exprimiert, ist das 
Chromatin  mit  trimethyliertem  H3K4  angereichert.  Durch  eine  Läsion  im  EARLY     
FLOWERING IN SHORT DAYS (EFS) Gen, einer Histonmethlytransferase (HMT), kann die 
Trimethylierung von H3K4 reduziert werden. Infolgedessen kommt es zu einem „early 
flowering“‐ Phänotyp (Kim et al., 2005). Neben spezifischen Histonmodifikationen wird 
die Transkription des FLC auch durch die Inkorporation der Histonvariante H2A.Z rund 
um den TIS gesteigert (Deal et al., 2007). Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass 
eine  Repression  des  FLC  und  damit  eine  Blühinduktion  durch  das  Einwirken  zweier 
Komponenten, welche Homologie  zu humanen HDAC‐Komplexen haben, hervorgeru‐
fen wird (He und Amasino, 2005; Nelissen et al., 2007). Auch für den externen Stimulus 
Licht konnten Einflüsse auf Histonmodifikationen gezeigt werden. Erstmalig wurde am 
Plastocyanin Gen aus Erbsen nachgewiesen, dass die  licht‐induzierte Aktivierung mit 
einer Acetylierung der Histone H3 und H4 im Promotorchromatin einhergeht (Chua et 
al., 2001).  In Arabidopsis  thaliana konnte darüber hinaus gezeigt werden, dass es an 
licht‐responsiven Promotoren zu einer Steigerung der Acetylierung an den Positionen 
H3K9, H3K27 und H4K12  infolge einer  Lichtinduktion  kommt. Dabei  konnten  spezifi‐
sche Histonacetyltransferasen und –deacetylasen  identifiziert werden, welche für die‐
se Reaktion verantwortlich sind (Benhamed et al., 2006).  
Verschiedene Studien zeigen zudem, dass Histonmodifikationen in Pflanzen eine hohe 
regulatorische Komplexität aufweisen (Chen und Tian, 2007). So konnte bei der zwei‐
phasigen  Induktion stress‐responsiver Gene  in Reis beobachtet werden, dass es wäh‐
rend der  frühen Phase zur Trimethylierung von H3K4 kommt. Die späte Phase  ist  je‐
doch durch die Zunahme von Acetylierung geprägt (Tsuji et al., 2006). Betrachtet man 
nun die Regulation des Phaseolin Promotors, so wird deutlich, dass sich zwar Parallelen 
zeigen, davon abgesehen jedoch auch deutlich Unterschiede in der zeitlichen Abfolge. 
Bei der Potenzierung (Vorbereitung auf die spätere Aktivierung) kommt es zunächst zu 
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einer Acetylierung der Histone H3 und H4. Erst nach der eigentlichen Aktivierung  ist 
die Trimethylierung von Histon H3 an Position Lysin 4 zu beobachten (Ng et al., 2006).  
Betrachtet man all diese Beispiele, so wird  zum einen deutlich, dass Histonmodifika‐
tionen an nahezu allen pflanzlichen Prozessen beteiligt sind. Zum anderen wird ersicht‐
lich, dass die unterschiedlichen Regulationen zwar Parallelen aufweisen, dass es jedoch 
gerade in der Reaktionsabfolge auch zu deutlichen Unterschieden kommt. 
 
1.1.4 Zusammenspiel von Histonacetyltransferasen und –deacetylasen bei der Re‐
gulation der Genexpression 
Durch die oben dargestellten Beispiele wird deutlich, dass die Acetylierung von Histo‐
nen bei der Genregulation eine wichtige Rolle spielt. Da in der vorliegenden Arbeit der 
Hauptfokus auf der Histonacetylierung  liegt, wird  in diesem Abschnitt besonders auf 
die  Wechselwirkungen  von  Histonacetyltransferasen  (HATs)  und  –deacetylasen 
(HDACs)  zur Herstellung  eines  spezifischen Acetylierungsgrades,  eingegangen. Durch 
die  in  den Abschnitten  1.1.2  und  1.1.3  dargestellten  Beispiele,  sowie  durch weitere 
Untersuchungen  in den  letzten Jahrzehnten, wurde das Bild gefestigt, dass die Acety‐
lierung von Histonen mit aktiven Genen korreliert, während deacetylierte Histone häu‐
fig mit inaktiven Genen in Verbindung gebracht werden (Kurdistani et al., 2004; Millar 
und Grunstein, 2006). Diese Sicht der Dinge wurde jedoch durch einige neuere Unter‐
suchungen in Frage gestellt. So zeigte sich, dass auch die Deacetylierung von Histonen 
eine wichtige Rolle bei der Transkription spielt (Shahbazian und Grunstein, 2007). Der 
wichtigste Aspekt bei der Betrachtung der Wechselwirkung von HATs und HDACs  ist 
die Frage der Rekrutierung zu  ihren entsprechenden Wirkorten. Zur Rekrutierung von 
HATs  gibt  es  grundsätzlich  drei  verschiedene Möglichkeiten.  Zum  einen  besteht  die 
Möglichkeit, dass die entsprechende HAT direkt durch das Einwirken eines Aktivators 
zu einer „upstream activator sequence“ (UAS) geleitet wird. Ein Beispiel für die durch 
einen Aktivator  vermittelte  Bindung  an  eine UAS  Sequenz  stellt  die Aktivierung  des 
HIS3 Gens dar. Hierbei wird die HAT (Gcn5) durch den Aktivator Gcn4 rekrutiert (Kuo et 
al., 2000). Zum anderen besteht die Möglichkeit, dass andere Histonmodifikationen als 
Bindungsplattform dienen. Dabei unterscheidet man HATs, die an spezifische Methy‐
lierungen über  ihre Chromodomäne binden, von anderen HATs, die  in der Lage sind, 
über ihre Bromodomäne an zuvor gesetzte Acetylierungen zu binden (Shahbazian und 
Grunstein, 2007). So konnte gezeigt werden, dass einige HATs an  spezifische Histon‐
methylierungen, wie  die  H3K4 Methylierung  im  5‘‐Bereich  der  kodierenden  Region 
sowie die H3K36 Methylierung innerhalb der kodierenden Bereichs, binden (Krogan et 
al., 2003; Ng et al., 2003). Beispiele für HATs, die eine Bromodomäne besitzen, sind die 
PCAF  und  TAFII250  von  Säugetieren  sowie  die  Gcn5  aus  Hefe  (Shahbazian  und     
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Grunstein, 2007). Wirken HDACs bei der Genrepression, so werden sie zumeist durch 
spezifische DNA‐bindende Repressoren rekrutiert. Wie bereits erwähnt ist die Regula‐
tion der Genexpression  jedoch nicht allein durch das Maß der Acetylierung,  sondern 
darüber hinaus durch deren Umsatzrate  reguliert. So konnte gezeigt werden, dass  in 
stark  transkribierten Genen die Halbwertszeit  für den Umsatz  von Acetylierung  zwi‐
schen 1 und 5 min beträgt, während sie in reprimierten Genen zwischen 20 und 60 min 
beträgt (Waterborg, 2002; Clayton et al., 2006). Des Weiteren konnte gezeigt werden, 
dass HDACs auch eine wichtige Funktion bei der direkten Kontrolle aktiv transkribierter 
Gene besitzen. Im Fall des Rpd3C(S) Komplexes scheint die durch diesen Komplex her‐
beigeführte  Deacetylierung  der  kodierenden  Region  erst  zu  einer  kontinuierlichen 
Transkription zu führen, da dadurch kryptische Initiationen innerhalb der kodierenden 
Region  verhindert  werden  (Keogh  et  al.,  2005;  Shahbazian  und  Grunstein,  2007). 
Grundsätzlich lässt sich sagen, dass der lange als eher statisch angesehene Prozess der 
Histonacetylierung  und  –deacetylierung,  bei  der  Regulation  von  Transkriptionsereig‐
nissen sehr viel dynamischer ist als angenommen und eine hohe Komplexität aufweist. 
1.1.5 Ladungsneutralisations‐Hypothese versus Histoncode 
Besonders  bei  der  Betrachtung  der  Acetylierung  von Histonen  gibt  es  verschiedene 
Meinungen bezüglich der Frage, ob die zumeist transkriptionsaktivierende Wirkung der 
Acetylierung allein darauf beruht, dass sie die positive Ladung der Lysinreste neutrali‐
siert und so die Wechselwirkung mit der negativ geladenen DNA verhindert  (Dion et 
al., 2005), oder ob es einen sogenannten Histoncode gibt. Ein solcher Code geht davon 
aus,  dass  spezifische  Histonmodifikationen  zur  Informationsspeicherung  auf  Genen 
verwendet werden. Außerdem setzt ein solcher Code voraus, dass die Regulation der 
Transkription  dadurch  erfolgt,  dass  Effektorproteine,  welche  spezifische Modifikati‐
onsmuster erkennen, rekrutiert werden. Tatsächlich konnte gezeigt werden, dass sich 
unterschiedliche  Histonmodifikationen  gegenseitig  beeinflussen,  und  auch,  dass  der 
Gesamtkontext eine Rolle bei der Interpretation einer spezifischen Modifikation spielt 
(Jenuwein und Allis, 2001). Wie schon bei der Betrachtung der Histonacetylierung be‐
schrieben (1.1.4), gibt es zahlreiche chromatinmodifizierende Enzyme, die durch spezi‐
fische Bindedomänen gekennzeichnet sind, aufgrund derer sie an andere Modifikatio‐
nen  binden  können.  So  konnte  z.B.  nachgewiesen  werden,  dass  ein  Chromatin‐
Remodeling‐Komplex mittels seiner Bromodomäne an acetyliertes H4K8 binden kann 
und  infolgedessen einen Beitrag zur Vorbereitung der Transkription  leistet (de  la Cruz 
et al., 2005). Von Berger wurden diese Zusammenhänge aufgrund ihrer Komplexität als 
„Histon‐Sprache“ dargestellt. Wobei die Bedeutung eines Wortes  (einer  spezifischen 
Modifikation)  erst durch den  vollständigen  Satz  (eine  Transkriptionseinheit)  zur Gel‐
tung kommt (Berger, 2007). Aus diesem Grund ist es erforderlich, die Gesamtprozesse, 
welche der Transkription zu Grunde liegen, in weiteren Studien zu untersuchen. 
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1.2 Photosynthese 
Pflanzen  sind photoautotrophe Organismen, d.h.  sie  sind dazu  in der  Lage, mit Hilfe 
von  Lichtenergie  anorganische  Verbindungen  zu  reduzieren  und  organische  Verbin‐
dungen aufzubauen. Der dieser Synthese zugrundeliegende Prozess wird als Photosyn‐
these  bezeichnet  und  läuft  in  einer  zweigeteilten  Reaktion  ab. Man  unterscheidet 
hierbei  zwischen der  Lichtreaktion  (Thylakoidreaktion) und der Dunkelreaktion  (Koh‐
lenstofffixierung). Die Hauptaufgabe der Lichtreaktion  ist die Bereitstellung von Ener‐
gie  in Form von Adenosintriphosphat  (ATP) und Reduktionsäquivalenten  in Form von 
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH). Sowohl das ATP als auch das NADPH 
wird dann im Rahmen der Dunkelreaktion zur Fixierung des CO2 verbraucht.  
Das  zentrale  Enzym  der  Kohlenstofffixierung  ist  die  Ribulose‐1,5‐bisphosphat‐
Carboxylase/Oxygenase (RUBISCO). Sie katalysiert die Übertragung von CO2 auf Ribulo‐
se‐1,5‐bisphosphat. Das  in diesem primären Schritt des Calvinzyklus entstehende C6‐
Intermediat  zerfällt  in  zwei  Moleküle  3‐Phosphoglycerat,  welche  unter  Energiever‐
brauch  zu  zwei Molekülen Glycerinaldehyd‐3‐Phosphat  reduziert werden. Das Glyce‐
rinaldehyd‐3‐Phosphat  stellt den Grundbaustein  für verschiedene Zucker und andere 
Makromoleküle  dar.  Zur  Vollendung  des  Zyklus  muss  der  Akzeptor  Ribulose‐1,5‐
bisphosphat unter Verbrauch eines Teils des gebildeten Glycerinaldehyd‐3‐Phosphats 
regeneriert werden. Dies hat zur Folge, dass drei CO2 Moleküle fixiert werden müssen, 
um ein Molekül Glycerinaldehyd‐3‐Phosphat  zur Synthese organischer Verbindungen 
zur Verfügung zu haben. 
1.2.1 C4‐ Photosynthese 
Das  zentrale  Enzym  der  Kohlenstofffixierung  RUBISCO  ist  neben  der  unter  1.2  be‐
schriebenen  Fixierung  von  CO2  auch  dazu  in  der  Lage, O2  zu  fixieren  (Bowes  et  al., 
1971).  Diese  Oxygenaseakitvität  gewinnt  besonders  unter  hohen  Temperaturen  an 
Bedeutung, da diese dazu führen, dass die Affinität von RUBISCO zu O2 gesteigert wird 
und somit die Oxygenaseaktivität zunimmt (Brooks und Farquhar, 1985). Aus der Fixie‐
rung von Sauerstoff geht nicht nur 3‐Phosphglycerat sondern auch 2‐Phosphoglycolat 
hervor. Dieses Phophoglycolat ist toxisch für die Pflanze und muss durch eine energie‐
aufwändige Reaktion, die als Photorespiration bezeichnet wird, detoxifiziert werden. 
Bei dieser Reaktion geht nicht nur Kohlenstoff aus Ribulose‐1,5‐bisphosphat sondern 
auch bereits  fixierter  Stickstoff  verloren  (Reumann und Weber, 2006). Aufgrund der 
Oxygenaseaktivität  von  RUBISCO  und  der  daraus  resultierenden  Notwendigkeit  der 
Photorespiration haben Pflanzen Mechanismen entwickelt, um CO2  in der Umgebung 
von RUBISCO anzureichern und auf diese Weise die Oxygenaseaktivität und damit auch 
die Photorespiration zu reduzieren. 
Einleitung      13 
Diese Form der Photosynthese wird als C4‐Photosynthese bezeichnet, weil das Produkt 
der primären Kohlenstofffixierung hierbei eine C4‐Säure und kein C3‐Körper  ist.  In Ab‐
bildung 1.3  ist der Ablauf des NADP‐ME‐Typs der C4‐Photosynthese schematisch dar‐
gestellt. Neben diesem Typ gibt es noch Abwandlungen, welche sich durch das Decar‐
boxylierungsenzym und dessen Lokalisation  in der Bündelscheide unterscheiden. An‐
ders  als  bei  der  hier  beschriebenen NADP‐ME‐Variante,  findet  die Decarboxylierung 
bei den anderen Typen nicht im Chloroplasten sondern im Mitochondrium bzw. Cyto‐
plasma der Bündelscheide statt (Kanai und Edwards, 1999). 
 
Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der C4‐Photosythese in Zea mays. 
Dargestellt  ist eine schematische Übersicht der C4‐Photosynthese  in Zea mays (NADP‐ME‐Typ). Die durch Suberin‐
lamellen  verstärkte  Zellwand  der Bündelscheide  ist  durch  die  Stärke  der  sie  umgebenden  Linie  angedeutet  und 
dient als Diffusionsbarriere für das freigesetzte CO2. CA = Carboanhydrase; PEPC = Phosphenolpyruvatcarboxylase; 
MDH  = Malatdehydrogenase; ME  = Malatenzym;  RUBISCO  =  Ribulose‐1,5‐bisphosphat  Carboxylase/Oxygenase; 
PPDK = Pyruvat‐Pi‐Dikinase; HCO3
‐ = Biscarbonat; PEP = Phosphoenolpyruvat; OAA = Oxalacetat; PYR = Pyruvat; 
RuBP  =  Ribulose‐1,5‐bisphosphat;  P‐glycerat  =  3‐Phosphoglycerat; NADPH  = Nicotinamidadenindinukleotidphos‐
phat  (reduziert)  ;  NADP+  =  Nicotinamidadenindinukleotidphosphat  (oxidiert);  AMP  =  Adenosinmonophosphat;     
ATP = Adenosintriphosphat. 
 
Das Grundprinzip der C4‐Photosynthese beruht auf der durch  zwei verschiedene Ge‐
webetypen erreichten anatomischen Trennung  zwischen Primärfixierung und der Se‐
kundärfixierung  des  CO2  durch  RUBISCO.  In  den Mesophyllzellen  erfolgt  hierbei  zu‐
nächst eine Hydratisierung des atmosphärischen CO2 durch das Enzym Carboanhydra‐
se  (CA)  zu Hydrogencarbonat.  Im Anschluss  findet die Primärfixierung durch die Bil‐
dung  von  Oxalacetat,  vermittelt  durch  die  Phosphoenolpyruvatcarboxylase  (PEPC), 
statt. Nach der Reduktion zu Malat in den Mesophyllchloroplasten und der Diffusion in 
die benachbarte Bündelscheidenzelle wird das CO2 durch das Malatenzym (ME) in der 
Umgebung  von  RUBISCO  freigesetzt.  Durch  diese  „CO2‐Pumpe“  wird  der  CO2‐
Partialdruck  in der Umgebung von RUBISCO  stark erhöht und die Oxygenaseaktivität 
somit stark reduziert (Dai et al., 1993). In neueren Untersuchungen konnte jedoch ge‐
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zeigt werden, dass diese Aufkonzentrierung des CO2  in der Umgebung von RUBISCO 
nicht  dazu  ausreicht,  die  Photorespiration  vollständig  zu  unterbinden  (Zelitch  et  al., 
2008). 
Bei der durch das Malatenzym  katalysierten Reaktion wird neben CO2  auch Pyruvat 
gebildet, welches zu Phosphoenolpyruvat  regeneriert werden muss, um die Primärfi‐
xierung weiter zu ermöglichen. In den Chloroplasten der Mesophylzellen erfolgt diese 
Regeneration durch die Pyruvat‐Pi‐Dikinase (PPDK) unter Verbrauch von ATP.  
 
1.2.2 Regulation C4‐spezifischer Gene in Zea mays 
Für  die meisten  C4‐Gene  wird  angenommen,  dass  sie  durch  Duplikationen  von  C3‐
Formen  im Laufe der Evolution entstanden  sind. Hierbei  scheint es eine Koevolution 
der einzelnen C4‐Gene gegeben zu haben, da die meisten von  ihnen keine gemeinsa‐
men regulatorischen Konsensussequenzen aufweisen, obwohl sie zum Teil durch die‐
selben Stimuli reguliert werden (Sheen, 1999). In den folgenden Abschnitten wird auf 
die zentralen und für die vorliegende Arbeit relevanten Stimuli, welche die Expression 
von C4‐spezifischen Genen regulieren, eingegangen. 
 
1.2.2.1 Gewebespezifität 
Das Grundprinzip des gesamten C4‐Stoffwechsels in Mais beruht auf der anatomischen 
Trennung zwischen der primären CO2 Fixierung in den Mesophyllzellen und der sekun‐
dären CO2 Fixierung in den Bündelscheidenzellen. Folglich ist die Gewebespezifität der 
einzelnen Komponenten des C4‐Stoffwechsels ein entscheidender Faktor für die Regu‐
lation. Hierbei gibt es für die unterschiedlichen Komponenten des Zyklus verschiedene 
Ebenen  der  Regulation.  Insgesamt  weisen  alle  Komponenten  des  zentralen  C4‐
Stoffwechsels  in  belichteten  Blättern  eine  höhere mRNA‐Abundanz  in  dem Gewebe 
auf, in dem ihre Genprodukte wirken (Sheen und Bogorad, 1987) (vgl. Abbildung 1.3). 
Sowohl  für  die  Phosphoenolpyruvatcarboxylase  (Pepc)  als  auch  für  die  Pyruvat‐Pi‐
Dikinase (Ppdk) konnte gezeigt werden, dass diese Regulation auf der Ebene der Trans‐
kription  stattfindet  (Sheen, 1991; Taniguchi et al., 2000).  Für Pepc  konnte weiterhin 
nachgewiesen werden, dass ein Bereich von 0,6 kb oberhalb der Transkriptionsinitiati‐
onsstelle  (TIS) ausreichend  ist, um diese Mesophyllspezifität zu vermitteln  (Taniguchi 
et al., 2000), während bei Ppdk ein Bereich von ‐300 bp oberhalb der TIS in der Lage ist 
diese Mesophyllspezifität  zu  gewährleisten  (Sheen, 1991).  Für das Malatenzym  (Me) 
konnte  durch  „Run‐on“  Untersuchungen  festgestellt werden,  dass  die  Transkription 
dieses Gens sowohl  in den Mesophyll‐ als auch  in den Bündelscheidenzellen stattfin‐
det, wobei das Enzym nur  in den Bündelscheidenzellen anzutreffen  ist. Dies  legt eine 
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post‐transkriptionelle Regulation nahe  (Sheen, 1999).  In einer neueren Untersuchung 
konnte  jedoch  eine  höhere  hnRNA  (heterogeneous  nuclear  RNA  ‐  heterogene  Kern‐
RNA) Abundanz  in den Bündelscheidenzellen gegenüber den Mesophyllzellen gezeigt 
werden. Dies deutet wiederum auf eine Regulation auch auf Ebene der Promotorakti‐
vität hin (Danker et al., 2008). Zudem konnte für die beiden kernkodierten Kopien der 
Ribulose‐1,5‐bisphosphat  Carboxylase/Oxygenase  (RUBISCO;  rbcS1  und  rbcS2)  nach‐
gewiesen werden, dass diese Gene  in etiolierten Blättern  sowohl  in den Mesophyll‐ 
wie auch in den Bündelscheidenzellen exprimiert werden. Durch Belichtung der Pflan‐
ze wird dann eine spezifische Expression  in der Bündelscheide erreicht, während die 
Expression  in den Mesophyllzellen  reprimiert wird  (Ewing et al., 1998). Die  für diese 
Regulation zuständigen cis‐regulatorischen Elemente finden sich sowohl im 5‘‐ als auch 
im 3‘‐Bereich der Gene  (Schaeffner und Sheen, 1991; Sheen, 1999). Es gibt Hinweise 
darauf, dass an dieser Regulation Rezeptorelemente für Phyto‐ und Cryptochrome be‐
teiligt sind (Ewing et al., 1998). 
1.2.2.2 Lichtregulation und diurnale Rhythmik 
Neben der Gewebespezifität stellen bei photosynthetischen Prozessen natürlich auch 
die Lichteinstrahlung sowie die damit eng verknüpfte diurnale Rhythmik wichtige Re‐
gulationsfaktoren  dar.  So  konnte  für  alle  Komponenten  des  C4‐Stoffwechsels  (siehe 
Abbildung  1.3)  eine  Lichtinduktion  nachgewiesen werden  (Sheen,  1999).  Ein  1,7  kb 
großes Fragment oberhalb der TIS von Pepc konnte für diese Induktion verantwortlich 
gemacht werden  (Kausch et al., 2001). Darüber, ob diese  Induktion eher direkt über 
eine Phytochromantwort  (Thomas et al., 1990; Ma und Feng, 1993) oder  indirekt ge‐
koppelt  an  die  Chloroplastenbiogenese  (Schaeffner  und  Sheen,  1992;  Kausch  et  al., 
2001) abläuft, besteht noch keine Klarheit. Bezüglich der diurnalen Rhythmik konnte 
festgestellt werden, dass die mRNA‐Abundanz von Pepc einer solchen Rhythmik unter‐
liegt, wobei die mRNA‐Abundanz in der Nacht niedrig und am Tag hoch ist (Thomas et 
al., 1990). Für Ppdk konnte gezeigt werden, dass derselbe Bereich von  ‐300 bp ober‐
halb der TIS, welcher die Gewebespezifität vermittelt, auch an der Lichtregulation be‐
teiligt  ist.  Zudem  ist  ein  Bereich  der  5‘‐untranslatierten Region  (UTR)  für  eine  hohe 
Expression notwendig (Sheen, 1999). Darüber hinaus ist für Ppdk klar, dass die Lichtin‐
duktion unabhängig von der Plastidenbiogenese stattfindet (Sheen, 1991) und vermut‐
lich direkt über einen Blaulichtrezeptor vermittelt wird  (Sheen, 1999). Auf der Ebene 
der Transkription ist für Ppdk nicht bekannt, inwieweit sie diurnal reguliert wird. Es ist 
allerdings erwiesen, dass die Regulation auf der Proteinebene einer diurnalen Regula‐
tion  unterliegt.  Diese  Regulation  findet  mittels  eines  regulatorischen  Proteins  (RP) 
statt, welches die PPDK durch Phosphorylierung aktiviert und durch Dephosphorylie‐
rung inaktiviert (Sheen, 1999). Neben Pepc und Ppdk findet auch die Lichtinduktion bei 
Me  und  RUBISCO  auf  der  Ebene  der  Transkription  statt  (Collins  und  Hague,  1983; 
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Ewing et al., 1998). Für die beiden kernkodierten Gene der RUBISCO konnte außerdem 
gezeigt werden, dass die Lichtinduktion bei rbcS2 stärker ist als bei rbcS1 (Ewing et al., 
1998). 
1.2.2.3 Metabolitregulation 
Da die Hauptaufgabe der Photosynthese die Produktion organischer Verbindungen ist, 
spielt bei der Regulation der an ihr beteiligten Gene auch die Regulation über Metabo‐
lite eine Rolle. Durch die Verwendung von Mesophyll‐Protoplasten konnte in transien‐
ten  Expressions‐Analysen  nachgewiesen werden,  dass  diverse  Zucker  eine  reprimie‐
rende Wirkung auf photosynthetische Gene wie z.B. Pepc, Ppdk, Me und  rbcS haben 
(Sheen, 1990;  Jang und Sheen, 1994). Durch Deletionsmutanten  im Promotorbereich 
von Ppdk war es des Weiteren möglich  zu  zeigen, dass diese Zuckerrepression nicht 
durch die Aktivierung negativ‐agierender Elemente, sondern durch die Inhibition posi‐
tiver Faktoren zustande kommt. Dadurch können positive Stimuli, wie z.B. Licht durch 
die Metabolitrepression überschrieben werden (Sheen, 1990). Anhand von weiterfüh‐
renden  Untersuchungen  an  einzelnen  Photosynthesegenen  wurde  ein  allgemeines 
Modell  zur Metabolitregulation  aufgestellt. Dieses besagt, dass der Hexokinase  eine 
zentrale  signalvermittelnde Rolle  zukommt, da durch die Repression der Hexokinase 
mittels Mannoheptulose die Zuckerrepression aufgehoben werden konnte  (Jang und 
Sheen, 1994; Jang et al., 1997).  
1.2.2.4 Stickstoff und Cytokinine 
Die Stickstoffverfügbarkeit spielt ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Regulation pho‐
tosynthetischer Gene. Diese Verknüpfung  ist vor allem dadurch zu erklären, dass die 
Proteine, welche an der Photosynthese beteiligt  sind,  in  sehr großen Mengen  in der 
Zelle vorliegen. Zur Synthese dieser Proteine benötig die Zelle eine große Menge an 
Stickstoff. In zahlreichen Publikationen konnte gezeigt werden, dass neben Nitrat und 
Ammonium auch Glutamin die Akkumulation  von C4‐spezifischen Genen unter  Stick‐
stoffmangel induziert (Sugiharto et al., 1992; Sugiharto und Sugiyama, 1992; Suzuki et 
al., 1994; Sakakibara et al., 1998). Das Stickstoffsignal wird dabei in der Wurzel detek‐
tiert und stimuliert die Akkumulation von Cytokininen, welche die Expression der C4‐
spezifischen Gene in den Blättern induzieren (Sakakibara et al., 1998; Sakakibara et al., 
1999). Es konnte gezeigt werden, dass hierbei sowohl transkriptionelle als auch post‐
transkriptionelle Mechanismen beteiligt sind (Suzuki et al., 1994). Aufgrund der Tatsa‐
che,  dass  für  eines  dieser Gene  (Pepc)  eine  de  novo  Proteinsynthese  notwendig  ist  
(Suzuki et al., 1994),  ist die Beteiligung von weiteren regulatorischen Proteinen nahe‐
liegend.  Im Zuge weiterer Untersuchungen konnten zwei verschiedene regulatorische 
Proteine identifiziert werden, welche Ähnlichkeiten zu „response regulator“‐Proteinen 
aus  2‐Komponentenregulationssystemen  von  Bakterien  haben.  Für  ZmRR1  (auch 
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ZmCip1) und ZmRR2 konnte festgestellt werden, dass  ihre Induktion durch Cytokinine 
keine de novo Proteinsynthese erfordert.  Folglich  stellen  sie primäre Gene  in dieser 
Regulationskaskade dar (Sakakibara et al., 1998; Deji et al., 2000). Auch die Tatsache, 
dass ZmRR1 mesophyll‐spezifisch exprimiert wird  (Deji et al., 2002), untermauert die 
Vermutung,  dass  dieser  Regulator  an  der  N‐vermittelten  Signalkaskade, welche  auf 
Pepc wirkt, beteiligt  sein könnte  (Sheen, 1999). Abschließend konnte auch eine Sen‐
sorkinase identifiziert werden, welche das Cytokinin in den Blättern detektiert und das 
Signal in der Folge auf den „response regulator“ überträgt (Sakakibara et al., 1999).  
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1.3 Rolle  von  Chromatinmodifikationen  bei  der  Regulation  C4‐spezifischer 
Gene 
Aufgrund  der  Tatsache,  dass  C4‐spezifische Gene  auf  so  vielfältige Weisen  reguliert 
werden, bietet diese spezielle Klasse von Genen eine große Anzahl von Möglichkeiten, 
um die Signalintegration auf der Chromatinebene zu untersuchen. So konnten  in den 
vergangenen Jahren zahlreiche Informationen bezüglich der Funktion von spezifischen 
Chromatinmodifikationen  bei  der  Regulation  der  Genexpression  zusammengetragen 
werden. Die erste Untersuchung C4‐spezifischer Gene mit Bezug zu Chromatinmodifi‐
kationen  identifizierte  eine weit  im  5‘‐flankierenden  Bereich  des  Pepc‐Gens  (>  3  kb 
relativ zur Transkriptionsinitiationsstelle) lokalisierte Stelle als Ort einer gewebespezifi‐
schen und  lichtabhängigen DNA‐Methylierung. Es konnte gezeigt werden, dass dieser 
Bereich  in Mesophyllzellen belichteter Blätter  spezifisch demethyliert wird  (Langdale 
et al., 1991). Eine weitere Studie verwendete Restriktionsendonukleasen, um zu unter‐
suchen, ob sich die Chromatinorganisation des core‐Promotors des Pepc‐Gens  in Kor‐
relation zur Transkription verändert. Es konnte  festgestellt werden, dass die Zugäng‐
lichkeit  des  core‐Promotorchromatins  in  etiolierten  Pflanzen,  die  keine  Pepc‐
Transkription zeigen, deutlich geringer ist, als die Zugänglichkeit in transkriptionell ak‐
tiven belichteten Pflanzen. Diese Ergebnisse führten zu der Schlussfolgerung, dass das 
Chromatin des core‐Promotors des Pepc‐Gens durch die Belichtung der Pflanze reor‐
ganisiert wird (Kalamajka et al., 2003). Die erste Betrachtung von Histonmodifikationen 
beschäftigte sich mit der Frage,  inwiefern die Hyperacetylierung des Pepc‐Promotors 
auf die Variation  verschiedener  Stimuli  reagiert. Es  konnte  gezeigt werden, dass die 
licht‐induzierte  Aktivierung  des  Promotors  mit  einer  Hyperacetylierung  des  core‐
Promotors  korreliert.  Zudem  konnte  festgestellt werden,  dass  diese  Steigerung  der 
Hyperacetylierung  mit  der  Belichtung  und  nicht  mit  der  Transkription  einhergeht     
(Offermann et al., 2006). In weiteren Untersuchungen wurde die Betrachtung der His‐
tonacetylierung  auf  spezifische  Lysine  ausgedehnt.  Darüber  hinaus wurde  auch  ein 
Acetylierungprofil  des  distalen  Promotors  des  Pepc‐Gens  aufgenommen.  Dadurch 
konnte nachgewiesen werden, dass sich die licht‐induzierte Acetylierung über den ge‐
samten Promotor erstreckt und besonders auf die Acetylierung von H3K9 und H4K5 
zurückgeführt werden  kann.  Durch  eine Metabolitrepression  (Stickstoffmangel  oder 
Zuckerrepression) werden  die  einzelnen  Acetylierungen  der  Histone  H3  und  H4  im  
core‐Promotor  nicht  beeinflusst, während  im  distalen  Promotor  ein  Rückgang  aller 
betrachteten Acetylierungen (H3K9, H3K14, H3K18, H4K5 und H4K16) festgestellt wer‐
den konnte (Offermann et al., 2008). Durch die Betrachtung der Methylierung des His‐
tons H3 an Lysin 4 konnten die Erkenntnisse über die Regulation C4‐spezifischer Gene 
ausgedehnt werden. Wie  in den Abschnitten 1.1.2 und 1.1.3 beschrieben, handelt es 
sich bei der Trimethylierung von H3K4 um einen Marker, der mit transkriptionsaktiven 
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Zuständen korreliert. Für das C4‐Pepc‐Gen konnte  jedoch kein  lichtabhängiger Zusam‐
menhang zur Trimethylierung von H3K4 im core‐Promotor oder der kodierenden Regi‐
on hergestellt werden. Nach der Trennung der beiden an der C4‐Photosynthese betei‐
ligten Geweben Mesophyll‐ und Bündelscheidenzellen, konnte  schließlich  festgestellt 
werden, dass Pepc eine hohe Trimethylierung von H3K4  in den Mesophyllzellen auf‐
weist, während  in den Bündelscheidenzellen die Dimethylierung erhöht  ist. Ein rever‐
ses Bild konnte  für C4‐Me aufgenommen werden. Daraufhin wurde die Schlussfolge‐
rung getroffen, dass die Trimethylierung von H3K4 das Gewebe markiert,  in dem das 
entsprechende Gen durch Lichteinwirkung aktivierbar ist (vgl. auch 1.2.2.1) (Danker et 
al., 2008). Durch die Gesamtbetrachtung der Ergebnisse von Offermann et al.  sowie 
Danker et al. wurde für das C4‐Pepc‐Gen die Vermutung aufgestellt, dass man im dista‐
len Promotor eher von der Ladungsneutralisationshypothese ausgehen muss, während 
man  für  den  core‐Promotor  ein  reizvermitteltes Histoncode‐Modell  annehmen  kann 
(Danker et al., 2008; Offermann et al., 2008) (siehe auch 1.1.5). Das auf diesen Unter‐
suchungen beruhende Arbeitsmodell ist in Abbildung 1.4 dargestellt. 
 
Abbildung 1.4: Arbeitsmodell zur Signalintegration auf Chromatinebene des C4‐Pepc‐Promotors in Mais. 
Dargestellt ist das Arbeitsmodell zur Signalintegration auf Chromatinebene des C4‐Pepc‐Gens. Hierbei führt Lichtein‐
strahlung zur  Inhibierung einer HDAC und dies wiederum zu einer Aufacetylierung von H3K9 und H4K5, während 
das potentiell aktivierbare Gewebe durch die Trimethylierung von H3K4 markiert wird. Metabolische Reize spiegeln 
sich im Acetylierungsniveau des distalen Promotors wieder. Weitere Informationen siehe Text. 
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1.4 Ziel der vorliegenden Arbeit 
Ziel der vorliegenden Arbeit  ist es, dass  in Abschnitt 1.3 beschriebene Arbeitsmodell 
zur  Signalintegration C4‐spezifischer Gene  in  Zea mays  zu erweitern. Hierbei  soll ein 
besonderes Augenmerk auf die Reihenfolge der Ereignisse bei der Genaktivierung, so‐
wie auf die Notwendigkeit einzelner Histonmodifikationen für die volle Transkriptions‐
leistung gelegt werden. Zudem sollen die natürlichen Veränderungen der Promotorak‐
tivität im Tagesverlauf als ein weiterer regulierender Stimulus untersucht werden (sie‐
he  1.2.2.2).  Abschließend  sollen  durch  die  Verwendung  der Microarray‐Technologie 
zusätzliche Gene identifiziert werden, welche auf ähnliche Weise wie C4‐ Pepc reguliert 
werden. Diese Analyse soll es in der Zukunft ermöglichen, die identifizierten Gene auf 
Chromatinebene zu untersuchen, um möglicherweise ein allgemeingültiges Modell der 
Signalintegration auf Chromatinebene zu entwerfen. Im Rahmen der vorliegenden Ar‐
beit wurden die mit Hilfe der Microarray‐Technologie erhaltenen Daten bioinforma‐
tisch ausgewertet sowie ihre Qualität mit Hilfe der qPCR verifiziert. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Allgemein gebräuchliche Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 
Die  allgemein  verwendeten  Chemikalien weisen  zumindest  einen  Reinheitsgrad  p.a. 
auf und wurden, wie auch die allgemein gebräuchlichen Verbrauchsmaterialien,  von 
folgenden Firmen bezogen: 
Abcam  (Cambridge, England), AB Enzymes  (Darmstadt), ABgene  (Epsom, UK), Amers‐
ham Pharmacia Biotech (Freiburg), AppliChem (Darmstadt), Applied Biosystems (Darm‐
stadt), BioRad Laboratories GmbH  (München), Biomol GmbH  (Hamburg), Calbiochem 
(Bad Soden), Carl Roth GmbH (Karlsruhe), Eppendorf (Hamburg), Eurogentec (Seraing, 
Belgien), Greiner (Solingen), Invitek (Berlin), Invitrogen (Carlsbad, USA), Kimberly‐Clark 
(Rosewell, USA), Merck  (Darmstadt), Metabion  (Planegg‐Martinsried), Millipore  (Bill‐
erica, USA), MBI  Fermentas  (St.  Leon‐Rot), MWG  Biotech  (München), New  England 
Biolabs  (Frankfurt),  PeqLab  (Erlangen),  Pharmacia  (Freiburg),  Promega  (Mannheim), 
Quiagen (Hilden), Roche Diagnostics GmbH (Mannheim), Sarstedt (Nürnbrecht), Schott 
Glaswerke  (Mainz),  Serva  (Heidelberg),  Sigma  (Taufkirchen),  Upstate  Biotechnology 
(New York, USA), VWR (Darmstadt), Whatman (Maidstone, England) 
2.1.2 Spezielle Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 
Tabelle 2.1: Spezielle Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 
Chemikalie/ Verbrauchsmaterial  Bezugsquelle
Bovines Serumalbumin (BSA) Fraktion V Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Complete Protease Inhibitor  Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) 
dNTP‐Mix  MBI Fermentas (St. Leon‐Rot)
2‐Deoxyglucose (2‐DOG)  Fluka/ Sigma (Taufkirchen)
Miracloth  VWR (Darmstadt)
Natriumdesoxycholat  Merk (Darmstadt)
Nonidet‐P40  AppliChem (Darmstadt)
Optical Adhesive Covers  Applied Biosystems (Darmstadt) 
Ponceau‐S  AppliChem (Darmstadt)
Protein‐A‐Agarose Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) 
Thermo‐Fast®96 Detection Plate  ABgene (Epsom, UK)
Triton X‐100  AppliChem (Darmstadt)
Trichostatin A  ICS (München)
trans‐Zeatin  Sigma (Traufkirchen)
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2.1.3 Apparaturen, Geräte, Zubehör 
Tabelle 2.2: Verwendete Apparaturen, Geräte und Zubehör 
Apparatur/ Gerät/ Zubehör  Hersteller/ Bezugsquelle Verwendungszweck 
ABI Prism®7000 Sequence 
Detection System 
Applied Biosystems 
(Darmstadt) 
Quantitative PCR 
ABI Prism®7300 Sequence 
Detection System 
Applied Biosystems (Foster 
City, Kanada) 
Quantitative PCR 
Agarosegelelektro‐
phoreseapparaturen 
Wissenschaftliche Werkstät‐
ten der RWTH‐Aachen 
Gelelektrophorese 
Biofuge fressco   Heraeus (Osterode) Zentrifugation 
Bioruptor™  Diagenode (Lüttich, Belgien) Ultraschalbehandlung 
BioTek ELx808   BioTek (Vermont, USA) Elisareader für Nachweisreaktio‐
nen 
CONSORT E143 Power 
Supply 
CONSORT (Turnhout, Belgien) Power Supply 
Herolab UVT‐20 M Herolab (Wiesloch) Fotodokumentation 
Hochvolt LED‐Leuchtmittel 
grün (E27, MR16) 
Conrad Electronic (Hirschau) Sicherheitslicht zur Pflanzenernte 
Hybridisierungsofen  Biometra (Göttingen) Revertierung der Quervernetzung 
von DNA und Proteinen 
Lumiimager  Roche Diagnostics GmbH 
(Mannheim) 
Aufnahme von Chemiluminiszens
Megafuge3.0R   Geraeus (Osterode) Zentrifugation 
Mikro 22   Hettich (Tuttlingen) Zentrifugation 
Mini Protean II Cell BioRad Laboratories GmbH 
(München) 
SDS‐Gelapparatur 
Mini Trans‐Blot Transfer Cell  BioRad Laboratories GmbH 
(München) 
Transferapparatur 
Sonopuls GM 70 (UW‐70)  Bandelin Ultraschallbehandlung 
SpeedVac Savant    Thermo Scientific (Waltham, 
USA) 
Eindampfen von Lösungen 
WTW pH90   Wissenschaftlich Technische 
Werkstätten (Weilheim) 
pH‐Meter
 
2.1.4 Software und Internetprogramme 
Tabelle 2.3: Verwendete Software und Internetprogramme 
Software/ Internetprogramm  Charakteristika
Clone Manager 8  Programm zur Analyse von Nukleinsäuresequenzen 
NCBI Home Page  Internetdatenbank zur Sequenzanalyse und Literaturrecherche 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
Oligonucleotide Properties Calcu‐
lator 
Internetprogram zur Analyse von Oligonukleotiden 
http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html 
PlantGDB ‐ Resources for Plant 
Comparative Genomics 
Internetdatenbank zur Sequenzanalyse (spezifisch für Pflanzen) 
http://www.plantgdb.org 
ABI Prism® 7000 SDS Software 1.1 Software zur Betreibung des ABI Prism® 7000 Sequence Detection 
System  und zur Auswertung 
ABI Prism® 7300 SDS Software 1.4 Software zur Betreibung des ABI Prism® 7300 Sequence Detection 
System  und zur Auswertung 
Spidey mRNA to genomic align‐
ment 
Internetprogram zum Aligment von genomischen‐ und mRNA‐
Sequenzen 
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2.1.5 Reaktionskits 
Tabelle 2.4: Verwendete Reaktionskits 
Reaktionskit  Hersteller Verwendungszweck 
MSB Spin PCRapace Kit  Invitek (Berlin) DNA‐ Aufreinigung 
qPCR™Core Kit for SYBR® Green I 
w/o dUTP 
Eurogentec 
(Seraing, Belgien) 
Quantitative PCR 
Platinum®SYBR® Green qPCR Su‐
perMix‐UDG with Rox 
Invitrogen 
(Carlsbad, USA) 
Quantitative PCR 
RNeasy MinElute Cleanup Kit  Quiagen (Hilden) Aufreinigung und Aufkonzentrierung 
von Gesamt‐RNA 
 
2.1.6 Enzyme 
Tabelle 2.5: Verwendete Enzyme 
Enzym  Hersteller Verwendungszweck 
DNaseI (aus Rinderpankreas)   Roche Diagnostics GmbH 
(Mannheim) 
Spaltung von DNA 
DNaseI (aus Rinderpankreas)  MBI Fermentas (St. Leon‐Rot) Spaltung von DNA 
Hexokinase/ Glucose‐6‐
Phosphatdehydrogenase 
Roche Diagnostics GmbH 
(Mannheim) 
Zuckernachweis 
Invertase  Roche Diagnostics GmbH 
(Mannheim) 
Zuckernachweis 
M‐MLV Reverse Transkriptase  Promega (Mannheim) Umschreibung von RNA in 
cDNA 
Phosphoglucoisomerase  Roche Diagnostics GmbH 
(Mannheim) 
Zuckernachweis  
RNase‐Free DNase Set  Quiagen (Hinden) Spaltung von DNA  
 
2.1.7 Größenstandards  
In der vorliegenden Arbeit wurden ausschließlich folgende Größenstandards der Firma 
MBI Fermentas (St. Leon‐Rot) verwendet: GeneRuler™50bp Ladder, GeneRuler™100bp 
Ladder, GeneRuler™1kb Ladder und λ‐DNA/PstI. 
 
2.1.8 Antikörper 
Tabelle 2.6: Verwendete Antikörper 
Antikörper  Kurzbezeichnung Hersteller‐
Bezeichnung 
Hersteller  [µl]*
Anti‐Hyperacetyl H4  H4Hyp  06‐946 Millipore1  5
Anti‐Acetyl H4K5  H4K5ac  07‐327 Millipore1  5
Anti‐Acetyl H4K16 H4K16ac  07‐329 Millipore1  5
Anti‐Acetyl H3K9  H3K9ac  07‐352 Millipore1  5
Anti‐Acetyl H4K14 H3K14ac  07‐353 Millipore1  1
Anti‐Acetyl H3K18 H3K18ac  07‐354 Millipore1  1
Anti‐Acetyl H3K23 H3K23ac  07‐355 Millipore1  5
Anti‐Acetyl H3K27 H3K27ac  07‐360 Millipore1  5
Anti‐H3 C‐terminal H3C  Ab1791 Abcam2 1
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Antikörper  Kurzbezeichnung Hersteller‐
Bezeichnung 
Hersteller  [µl]*
Anti‐SBE Kontrollse‐
rum3 
Kontrollserum ‐ Institut für Biologie I 
RWTH‐Aachen  
5
*=  eingesetztes  Volumen  des  entsprechenden  Antikörpers  für  die  Chromatinimmunopräzipitation;  1= Millipore, 
Billerica, USA; 2= Abcam, Cambridge, Großbritannien; 3= Antikörperserum aus Kaninchen, welches gegen ein stär‐
kemodifizierendes Enzym aus Kartoffel immunisiert wurde. Das am Institut für Biologie I der RWTH‐Aachen herges‐
tellte Serum dient bei der Chromatinimmunopräzipitation gegen modifizierte Histone als Negativkontrolle. 
 
2.1.9 Häufig verwendete Puffer, Medien und Lösungen 
Tabelle 2.7: Häufig verwendete Puffer und Lösungen 
Bezeichnung  Komponenten Endkonzentration/ Menge 
Trizol  Guanidiniumthiocyanat
Ammoniumthiocyanat 
Na‐Acetat pH 5 
Glycerin 
Phenol (Wasser äquilibriert) 
0,8 M
0,4 M 
0,1 M 
5% (v/v) 
38% (v/v) 
Tris‐Acetat‐EDTA‐Puffer 
(TAE) (50x) 
Tris‐HCl
Eisessig 
EDTA pH 8 
2 M
5% (v/v) 
50 mM 
Agarose‐Gelladepuffer (6x)  Glycerin
EDTA pH 8 
Tris‐HCl pH 7,6 
Orange G 
60% (v/v)
60 mM 
10 mM 
0,03% (v/v) 
DNA‐Extraktionspuffer  Tris‐HCl pH 8
NaCl 
EDTA pH 8 
SDS 
100 mM
100 mM 
50 mM 
2% 
DNaseI‐Puffer  Tris‐HCl pH 7,5
MgCl2 
0,2 M
20 mM 
Ethylendiaminotetraacetat 
(EDTA) 
EDTA
pH 8 mit NaOH 
0,5 M
auf pH 8 
Glycin  Glycin 2 M
Puffer A  Natriumbutyrat
Sucrose 
Tris‐HCl pH 8 
Betamercaptoethanol 
PMSF 
Formaldehyd 
10 mM
0,4 mM 
10 mM 
5 mM 
0,1 mM 
3% 
Puffer B  Natriumbutyrat
Sucrose 
Tris‐HCl pH 8 
Betamercaptoethanol 
PMSF 
Complete Protease Inhibitor 
10 mM
0,4 mM 
10 mM 
5 mM 
0,1 mM 
1x 
Puffer C  Natriumbutyrat
Sucrose 
Tri‐HCl pH 8 
Betamercaptoethanol 
PMSF 
MgCl2 
Triton X‐100 
Complete Protease Inhibitor 
10 mM
0,25 M 
10 mM 
5 mM 
0,1 mM 
10 mM 
1% 
1x 
Puffer D  Natryumbutyrat 10 mM
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Bezeichnung  Komponenten Endkonzentration/ Menge 
Sucrose
Tris‐HCl pH 8 
Betamercaptoethanol 
PMSF 
Triton X‐100 
MgCl2 
Complete Protease Inhibitor 
1,7 M
10 mM 
5 mM 
0,1 mM 
0,15% 
2 mM 
1x 
Puffer E  Tris‐HCl pH 8
EDTA pH 8 
SDS 
PMSF 
Complete 
25 mM
5 mM 
0,5% 
0,1 mM 
1x 
Puffer F  Tris‐HCl pH 8
EDTA pH 8 
NaCl 
Triton X‐100 
50 mM
1 mM 
150 mM 
0,1% 
Pruffer G  Tris‐HCl pH 6,8
NaCl 
SDS 
Dithiothreitol (DTT) 
 
62,5 mM
200 mM 
2% 
10 mM 
Waschpuffer “low salt”  NaCl
SDS 
Triton X‐100 
EDTA pH 8 
Tris‐HCl pH 8 
150 mM
0,1% 
1% 
2 mM 
20 mM 
Waschpuffer “high salt”  NaCl
SDS 
Triton X‐100 
EDTA pH 8 
Tris‐HCl pH 8 
500 mM
0,1% 
1% 
2 mM 
20 mM 
Waschpuffer Lithiumchlorid  LiCl
NP‐40 
Natriumdeoxycholat 
EDTA pH 8 
Tris‐HCl pH 8 
0,25 M
1% (w/v) 
1% (w/v) 
1 mM 
20 mM 
TE‐ Puffer  Tris‐HCl pH 8
EDTA pH 8 
10 mM
1 mM 
Metabolit‐Extraktionspuffer  Methanol
Chloroform 
H2O 
2,5 Teile
1 Teil 
1 Teil 
Citrat‐NaOH  Citrat‐NaOH pH 4,6 50 mM
Assay‐Mix Glucose/Fructose  Triethanolamin pH 7,6
NADP 
MgCl2 
ATP 
150 mM
0,25 mM 
5 mM 
2,5 mM 
 
2.1.10 Pflanzenmaterial 
Die Anzucht von Maispflanzen (Zea mays L. cv. Montello, agaSAAT GmbH, Neukirchen‐
Vluyn) erfolgte für 10‐14 Tage in Erde (VM Einheitserde, Werksverband, Sinntal‐Jossa) 
in einem diurnalen Rhythmus von 16 h Belichtung bei 25°C und 8 h Dunkelheit bei 20°C 
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(Langtagbedingungen).  Die  Pflanzen wurden mit  Osram  Superstar  HQI‐T  400W/DH‐
Lampen  belichtet.  Dabei  lag  die  Photonen‐Flux‐Dichte  zwischen  120  und  180  µmol      
m‐2s‐1. 
 
2.1.11 Sequenzen 
Tabelle 2.8: Sequenzinformation der betrachteten Gene. 
Gen  Sequenzinformation
Actin‐1  gi168404 (Haring et al., 2007) 
C4‐Me  gi168527 erweitert und spezifiziert durch Björn 
Dressen RWTH‐Aachen Institut für Biologie I 
C4‐Ppdk  tuc 11‐12‐04.31.4
C4‐Pepc  X15642 erweitert durch tuc11‐12‐04.27731, 
gi116268332 und tuc 11‐12‐04.181719.1 
RR1  NM_001111368
RR2  NM_001111379
Response regulator 4 RR4  NM_001111385
Response regulator 5 RR5  NM_001111386
Response regulator 6 RR6  NM_001111387
Response regulator 7 RR7  NM_001111388
Response regulator 8 RR8  NM_001111391
Response regulator 9 RR9  NM_001111393
Response regulator 10 RR10  NM_001111394
siroheme uroporphyrinogen  
methyltransferase1 sum1 
NM_001112254
phosphogluconate dehydrogenase3 pgd3 AY108628.1
Hemoglobin hb  NM_001111496
gpm108b nitrite reductase  AY109418.1
ferredoxin‐NADP reductase precursor FNR BQ619512
pyruvate dehydrogenase2 pdh2  NM_001111444
orange pericarp1 orp1  M76684.1
cytokinin oxidase 3 cko3  NM_001111693
adenosine 5'‐phosphosulfate reductase 1
APRL1 
NM_001112294
homocysteine S‐methyltransferase‐1
hSm1 
NM_001111541
beta‐7 tubulin tub7  NM_001112218
wound and phytochrome signaling in‐
volved receptor like kinase WPK1 
NM_001112325
Granule bound starch synthase IIa precur‐
sor GBSSII 
NM_001112569
tonoplast membrane integral protein
ZmTIP4‐1 
NM_001111563
beta‐expansin 6 expB6  NM_001112105
Calreticulin2 crt2  NM_001112242
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2.1.12 Verwendete Oligonukleotide 
Die  in  dieser  Arbeit  verwendetet  Oligonukleotide wurden  von  der  Firma Metabion 
(Martinsried) bezogen. 
Tabelle 2.9: Verwendete Oligonukleotide 
Name (Gen)/ 
Funktion 
Sequenz (5‘→3‘)  Primer 
(nM) 
MgCl2 
(mM) 
Betain 
(M) 
Produkt 
(bp) 
‐2400 
(C4‐Pepc) f/r 
TATCCTTCTGCCTAGGTTGAGTAGCT /
TGTTGACACCAAATCCTAACCAAA 
200  3  0  91 
‐2100 
(C4‐Pepc) f/r 
GTCACAATTGAAGATTCGTGCAAGG / 
CAGTTTGAACTAAACGACTTCCAAC 
200  3  0  224 
‐1600 
(C4‐Pepc) f/r 
AGAAACAAAAGCAAGGTCAAGGTG / 
GGTTCTGTTTTCCTGCTTCTAAAAGT 
200  3  0  92 
‐1500 
(C4‐Pepc) f/r 
CCAAACAGACCCTAAAAATGTGTG /
GCAGTTGATCTATTCCAGCCTCTTA 
200  3  0  90 
‐1300 
(C4‐Pepc) f/r 
GTACAAATGAGGTGCCGGATTGATG / 
CGGCCATGGCATGATACAATTCTCA 
250  5  0  139 
‐1100 
(C4‐Pepc) f/r 
GGTGTTAGGACACGTGGTTAGC / 
CACTTGGCAGCGGTGAAGATAC 
200  3  0  247 
‐700 
(C4‐Pepc) f/r 
TGGCACCCTTATCCCTACAATAGC / 
GTCTGTTTGCAGGATGTGGTTGAG 
200  3  0  297 
‐500 
(C4‐Pepc) f/r 
CTCTTAGCCACAGCCGCCTCA /
CGTCTGTTAGCAAGTAGGCTGCA 
200  3  0  109 
‐400 
(C4‐Pepc) f/r 
CCCTCTCCACATCCTGCAAAGC /
ATTCCGTTGGCTAATTGGGTAGCA 
300  3  1  112 
‐300 
(C4‐Pepc) f/r 
GCACGTCAACAGCACCGAGC /
GTGGAGAGGGGTGTCTGCTAC 
200  3  0  118 
‐200 
(C4‐Pepc) f/r 
CGATTGCCGCCAGCAGT / 
GAACCGGCTGTGGCTGAG 
300  3  1  98 
‐100 
(C4‐Pepc) f/r 
CGGTTACCGCCGATCACATGC /
CAAATAGGGATGGGGAGTCGTTGG 
200  3  0  113 
10 
(C4‐Pepc) f/r 
AACGACTCCCCATCCCTATTTGAAC /
AGCAGGGAAGCGAGACGGTTG 
200  3  0,5  110 
100 
(C4‐Pepc) f/r 
CCCTGCTTAGCTTCCCGCCG /
TGACGGAGCTGCGCGTCGATG 
200  3  0  87 
200 
(C4‐Pepc) f/r 
AAGGTCTCCGAGGACGACAAG /
ACCGGTCGAAGAAGAAATGGG 
200  3  0  142 
450 
(C4‐Pepc) f/r 
CTGTAATGCATGCAGGTCCAGGAGT /
ATGGAGCTCGCCACGAGGATGG 
300  3  1  139 
1900 
(C4‐Pepc) f/r 
TTCACAGATCCAAGCAGCCTTCAG /
GATGTAGCTCATCCCATAGCGCAT 
300  5  1  90 
4300 
(C4‐Pepc) f/r 
GTATGCTGCCATTGCCCATTGC / 
GTCTCCGGTGTAGCCTGATAGTGA 
300  5  1,2  110 
P1 
(C4‐Me) f/r 
TGCACCGTTTCGTCCTGAGC /
TGCGTCCAATTGATCGGCAC 
200  3  0  104 
P2 
(C4‐Me) f/r 
GGATATGATCGTCCCGCCCAACG /
GCTGCCGACCACGGGTATTGAC 
300  5  1,2  87 
C4‐1 
(C4‐Ppdk) f/r 
AGGGGTATTGTGAACAAGAGGATG / 
CCAATTCCTCGCAAAGACACTTCAC 
300  3  0  158 
C4‐0,3 
(C4‐Ppdk) f/r 
TGGAGGCGTTGGCTAAAGTAC /
AGAGGTAAATCAGATGACTACAAAAGAAAG 
300  3  0  122 
C4‐0,1 
(C4‐Ppdk) f/r 
TTTCCTTAAAACCGTGCTCTATCTTT /
GCACACGCGGCACGA 
300  3  0  121 
C4 
(C4‐Ppdk) f/r 
CACTATAGCCACTCGCCGCAAG /
CTGCTCACCTTATCCCGGACGT 
300  3  0  138 
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Name (Gen)/ 
Funktion 
Sequenz (5‘→3‘)  Primer 
(nM) 
MgCl2 
(mM) 
Betain 
(M) 
Produkt 
(bp) 
Actin‐1 
f/r 
TTTAAGGCTGCTGTACTGCTGTAGA / 
CACTTTCTGCTCATGGTTTAAGG 
200  3  0  119 
Copia 
f/r 
CGATGTGAAGACAGCATTCCT /
CTCAAGTGACATCCCATGTGT 
200  3  0  106 
hnRNA 
(C4‐Pepc) f/r 
GTATGCTGCCATTGCCCATTGC / 
GTCTCCGGTGTAGCCTGATAGTGA 
300  5  1,2  110 
hnRNA 
(C4‐Me) f/r 
GTTTGGCTTTGCTTTGCTTTGC /
GCAGCACTACCGGTAGTTGCGG 
300  3  0  198 
hnRNA 
(C4‐Ppdk) f/r 
CGTGTCAAGGTGTCCTCGCAAG /
CACAGGTGTTGTAACGCAAACGTTG 
200  3  0  161 
mRNA 
(C4‐Pepc) f/r 
AGAACTCAAGCCCTTTGGGAAGC / 
GTCGGCGAACTCCTTGGACAGC 
300  3  0  241 
mRNA 
(Actin‐1) f/r 
CCTATCGTATGTGACAATGGCACT /
GCCTCATCACCTACGTAGGCAT 
200  3  0  119 
mRNA 
(RR1) f/r 
TGCTTCCCGACGTCAGTATG / 
CATGATGACGACGGGAATGC 
200  3  0  119 
mRNA 
(RR2) f/r 
AGCTCCAAGTACAGAGTGACG /
AGCAGCTCGTACCCGGTCATC 
200  3  0  134 
mRNA 
(RR4) f/r 
TGACCATCAGGAGATCGACGTG /
TCAGACGACATGATCACCACCG 
200  3  0  135 
mRNA 
(RR5) f/r 
CAAGAGAGTGAAGGGGTCCTC /
GCCGTCTTGCAAGCACCTGC 
200  3  0  100 
mRNA 
(RR6) f/r 
CTTCAAGGATCAATAGGTGCCTG /
GTCACTTTGCTGGTGCTGTTCC 
200  3  0  137 
mRNA 
(RR7) f/r 
GCATGCCGGAGATGACTGGC /
CCGGCGGTTAGGCATCTGC 
200  3  0  130 
mRNA 
(RR8/10) f/r 
GCCAGCCATTTGCAGAAATTC /
CAGTCCTCCTAACGGAGCAAC 
200  3  0  120 
mRNA 
(RR9) f/r 
GATGGCAGGATTGATCACCAAG /
ATCGTCTGCGCGGTCCGGC 
200  3  0  144 
mRNA 
(sum1) f/r 
ACCCCAACAACGAACGGTG /
CAACCCAGAAGGGTGACAAG 
200  3  0  125 
mRNA 
(pgd3) f/r 
GACAGAGAGTTTGCAAGGGAG /
CGAAGTACGAAAGGCTAGCAGTC 
200  3  0  118 
mRNA 
(hb) f/r 
CAAGCTCAAGACGCACGCC /
CAAGTGCGTGGCGCCCAG 
200  3  0  124 
mRNA 
(gpm108b) f/r 
CACCAACCTTCTCTCCTCC /
GTCGAGCGGCAACGCCTC 
200  3  0  232 
mRNA 
(FNR) f/r 
CAATTAACAGGTCCCTCCGGC /
CACCAAATCTGTAGTTCGGGAC 
200  3  0  154 
mRNA 
(pdh2) f/r 
TGAACTTCTTTATGGTGAATCATTTC /
CCTTGTCGCTCTATCTTAGCC 
200  3  0  96 
mRNA 
(orp1) f/r 
GAGGCACTGGATGCTTTCAAG /
AGTTCAGCACCACCCTCACGC 
200  3  0  133 
mRNA 
(cko3) f/r 
GAACAAATCAAAGTGGGACAACAG / 
CACTGCTGCTGTGTGGTGTAG 
200  3  0  213 
mRNA 
(APRL1) f/r 
CTGCATGCTCAGGGCTACGTG /
GGCGTCCTTGTCAATGTTGCCC 
200  3  0  150 
mRNA 
(hSm1) f/r 
GAAGAGGTGGCTGCCGGTTG /
TCCTTCCTTTGAGGATCTTGG 
200  3  0  152 
mRNA 
(tub7) f/r 
CGACTGCCTCCAAGGGTTCC /
CTCCACAACAGTATCAGACACC 
200  3  0  163 
mRNA 
(WPK1) f/r 
GCACTGGAGAACCCACTAAGG /
CAAGTGCTTGCCCCGACG 
200  3  0  160 
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Name (Gen)/ 
Funktion 
Sequenz (5‘→3‘)  Primer 
(nM) 
MgCl2 
(mM) 
Betain 
(M) 
Produkt 
(bp) 
mRNA (GBSSII) 
f/r 
GGATGCGATATGGAGTGATTCCC /
ACGCTACTGCTGTCACGTCG 
200  3  0  144 
mRNA 
(ZmTIP4‐1) f/r 
GGCGGCCACCTGAACCCC /
CACCGGGGTCACCATGCCG 
200  3  0  157 
mRNA (expB6) 
f/r 
GCCAAGGCCACCTGGTAC /
GGCACCGTATCTGGTAGCATG 
200  3  0  172 
mRNA 
(crt2) f/r 
GGGTACAGCACCAAGAAGG /
CCAGTCCTCAGGCTTCTTAGC 
200  3  0  246 
Random  
nonamer 
NNNNNNNNN         
 
2.2 Methoden 
2.2.1 Pflanzenanzucht 
Grundsätzlich wurden die Maispflanzen wie  in 2.1.10 beschrieben angezogen und  in 
einer Größe von 22‐28 cm  (Abbildung 2.1)  für die entsprechenden Versuche verwen‐
det. 
 
Abbildung 2.1: Typisches Entwicklungsstadium der verwendeten Maispflanzen. 
Die Abbildung zeigt Maispflanzen  in einem typischen Entwicklungsstadium, wie sie  in der vorliegenden Arbeit ver‐
wendet wurden. 
Für alle in dieser Arbeit durchgeführten Versuche wurde jeweils das zweite und dritte 
Blatt der Keimlinge verwendet. Die Erläuterung und Bezeichnung, der für diese Arbeit 
relevanten Belichtungszustände erfolgt in den jeweiligen Abschnitten der Ergebnisse. 
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2.2.2 Pflanzenbehandlung 
Zur  Behandlung  von Maispflanzen mit  verschiedenen  exogenen  Substanzen wurden 
22‐28 cm große Maispflanzen unter Wasser ca. 1 cm oberhalb des Blattansatzes abge‐
schnitten und in den entsprechenden Lösungen inkubiert. Das Abschneiden der Pflan‐
zen erfolgt unter Wasser, um das Abreißen des Transpirationssogs zu verhindern, und 
somit eine bessere Aufnahme der exogenen Substanzen  zu gewährleisten. Die Mais‐
blätter wurden unmittelbar nach dem Abschneiden  in die entsprechenden wässrigen 
Lösungen überführt und für die  in den jeweiligen Versuchen angegebenen Zeiten und 
Belichtungsbedingungen  inkubiert.  Zur  Herstellung  der  wässrigen  Lösungen  wurde 
ausschließlich Leitungswasser verwendet.  Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Pflan‐
zen mit Trichostatin A (TSA) 2.1.2, trans‐Zeatin 2.1.2 in Kombination mit 16 mM KNO3 
und/ oder 100 mM Sucrose behandelt. Sowohl TSA als auch Zeatin wurden  in unter‐
schiedlichen Konzentrationen  verwendet, die  in den  jeweiligen Versuchen näher be‐
schrieben  sind.  Eine  10 mM  Stammlösung  TSA wurde  durch  lösen  in Methanol  und 
eine 80 mM Stammlösung  trans‐Zeatin durch  lösen  in 1 N NaOH hergestellt und bei      
‐20°C gelagert. Die Stammlösung  für Sucrose wurde  jeweils  frisch durch  lösen  in Lei‐
tungswasser angesetzt. 
 
2.2.3 Extraktion von Nukleinsäuren 
2.2.3.1 Isolierung von genomischer DNA 
Die  Isolierung genomischer DNA aus Maisblättern wurde mittels Phenol‐Chloroform‐
Extraktion mit anschließender Ethanolfällung durchgeführt. 
Ca. 50‐100 mg unter flüssigem Stickstoff fein gemörsertes Blattmaterial wurde in 1 ml 
DNA‐Extraktionspuffer  (2.1.9) aufgenommen und durch Vortexen homogenisiert. An‐
schließend wurde ein Volumen Phenol‐Chloroform  (1:1) hinzugegeben und gemischt. 
Nach einem  Zentrifugationsschritt  (13000xg, 5 min., 4°C) wurde die obere, wässrige 
und nukleinsäurehaltige Phase  abgenommen und  in ein neues Reaktionsgefäß über‐
führt. Durch diesen Schritt werden die Proteine, Lipide und Zelltrümmer entfernt. Nach 
Zugabe von einem Volumen Chloroform wurde erneut durch Vortexen gemischt. Durch 
einen weitern Zentrifugationsschritt (13000xg, 5 min., 4°C) wurde wiederum eine Pha‐
sentrennung herbeigeführt. Nach dem Überführen der wässrigen Phase  in ein neues 
Reaktionsgefäß, wurde die DNA mit  zwei Volumen eiskaltem  Ethanol  (96%) und  0,1 
Volumen 3 M Na‐Acetat (pH 5,2) für 20 min. bei ‐20°C präzipitiert. Anschließend wurde 
die DNA durch Zentrifugation (13000xg, 15 min., 4°C) pelletiert, mit Ethanol (70%) ge‐
waschen,  getrocknet  und  in  einem  adäquatem Volumen Wasser  aufgenommen. Die 
Qualität der Präparation wurde mittels Agarosegelelektrophorese überprüft (2.2.4). 
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2.2.3.2 Formaldehydfixierung und Isolierung von Chromatin 
Die  Formaldehydfixierung  von  Chromatin  führt  zu  einer  kovalenten Quervernetzung 
zwischen DNA und Proteinen, ins besonders von Histonen. Durch diese kovalente Ver‐
bindung  ist  der DNA‐Protein  Komplex während  der  Chromatin‐Präparation  und  den 
darauffolgenden Schritten weitaus stabiler gegen Veränderungen. Das in dieser Arbeit 
verwendete Protokoll zur Formaldehydfixierung und  Isolierung von Chromatin beruht 
im Wesentlichen auf dem Protokoll von Bowler et al. (2004). Die für Mais nötigen An‐
passungen wurden von Offermann et al. (2008) durchgeführt und sehen wie folgt aus.  
Zur Formaldehydfixierung von 3 g‐12 g Material wurde das Blattmaterial  in ca. 2 cm 
große Stücke geschnitten, in eine 250 ml Saugflasche gegeben und mit 200 ml Puffer A 
(2.1.9)  für 2,5 min. vakuuminfiltriert. Dabei wurde das Vakuum  fortlaufend unterbro‐
chen, was die Aufnahme der Fixierungslösung  in die Blätter verbessert.  Im Anschluss 
wurden die Blätter für weiter 2,5 min. ohne Vakuum in der Fixierungslösung inkubiert. 
Die Reaktion wurde, durch die Zugabe von 20 ml 2 M Glycin und erneutem Vakuumin‐
filtrieren  für 5 min, abgestoppt. Die  infiltrierten Blätter wurden unter Leitungswasser 
abgespült,  gut  abgetrocknet  und  in  flüssigem  Stickstoff  gemörsert.  Alle  weiteren 
Schritte wurden bei 4°C oder auf Eis durchgeführt. Das gemörserte, tiefgefrorene Ma‐
terial wurde durch Invertieren und vorsichtiges Schütteln in Puffer B (2.1.9) resuspen‐
diert. Das verwendete Volumen des Puffer B hängt hierbei von der Ausgangsmenge an 
Blattmaterial ab. Der Tabelle 2.10 sind die unterschiedlichen Volumina des Puffer B für 
die unterschiedlichen Blattmengen zu entnehmen. Im Weiteren werden die Volumina 
für 3‐6 g Ausgangsmaterial angegeben. Größere Mengen Blattmaterial  (12 g) werden 
wie 2x 6 g behandelt. 
Tabelle 2.10: Verwendete Mengen an Puffer B je an Menge an eingesetztem Blattmaterial. 
Blattmenge [g]  Volumen Puffer B [ml]
3  30 
4,5‐6  40 
12  100 
 
Nach dem Resuspendieren erfolgte eine Inkubation für 15 min. unter konstanter Agita‐
tion. Im Anschluss wurde die Lösung durch 4 Lagen Miracloth (2.1.2) filtriert, um Zell‐
trümmer abzutrennen. Das Filtrat wurde anschließend für 20 min. bei 2880xg zentrifu‐
giert, der Überstand verworfen und das Pellet  in 1 ml Puffer C  (2.1.9) resuspendiert. 
Nach erneuter Zentrifugation (10 min., 12000xg) wurde das erhaltene Pellet  in 300 µl 
Puffer D (2.1.9) aufgenommen. 1,5 ml Puffer D wurden mit diesen 300 µl überschichtet 
und  für 1 h bei 16000xg  zentrifugiert  [Doppelansatz  für 12 g]. Der Überstand wurde 
sorgfältig entfernt und das Pellet, bei 3 g Ausgansmaterial,  in 300 µl Puffer E  (2.1.9), 
und bei 4,5‐6 g Ausgansmaterial,  in 600 µl Puffer E aufgenommen. Wurden 12 g Aus‐
gangsmaterial  verwendet wurden die Doppelansätze  zunächst  jeweils  in  300 µl Puf‐
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fer E aufgenommen und anschließend vereinigt. Die Chromatinqualität wurde mittels 
Agarosegelelektrophorese (2.2.4) kontrolliert. Dazu wurden 20 µl der Präparation mit 
100 µl Puffer G  (2.1.9)  versetzt und die Quervernetzung durch Hitzebehandlung bei 
65°C über Nacht revertiert. Die freigesetzte DNA wurde mittels MSB Spin PCRapace Kit 
(2.1.5) aufgereinigt (2.2.3.2), mit Agarosegelelektrophorese‐Ladepuffer (2.1.9) versetzt 
und  in einem 2% (w/v) Agarosegel analysiert. Das Chromatin für die Chromatinimmu‐
nopräzipitation wurde anschließend durch Ultraschalbehandlung in DNA‐Fragment mit 
einer durchschnittlichen Länge von ca. 400 bp geschert. Dies wurde  in  frühen Versu‐
chen mit einer UW70 Sonotrode (2.1.3) mit 5x20 Impulsen, bei 25% Intensität, Zyklus = 
50,  durchgeführt.  In  späteren  Experimenten  wurde  ein  Bioruptor  (2.1.3),  der  die 
gleichzeitige Prozessierung von bis zu 6 Chromatinpäparationen erlaubt, verwendet. Es 
wurden die Einstellungen „Setting = high, Intervall = 30/30 sec“ für 10 min. unter kons‐
tanter Kühlung verwendet. Der Vergleich der beiden Fragmentierungsmethoden in der 
Agarosegelelektrophorese  (2.2.4)  ergab  eine  vergleichbare  Chromatinqualität.  Nach 
der  Ultraschallbehandlung wurden  durch  Zentrifugation  für  5 min.  bei  16000xg  die 
Zelltrümmer  abgetrennt. Bei 12  g Ausgangsmaterial wurde die Präparation  anschlie‐
ßend mit einem Volumen Puffer E (2.1.9) versetzt. Die Fragmentierung wurde, wie zu‐
vor  beschrieben,  mittels  Agarosegelelektrophorese  analysiert.  Die  Chromatinlösung 
wurde  in flüssigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei  ‐80°C 
gelagert.  
 
2.2.3.3 Verwendung  des MSB  Spin  PCRapace  Kit  zur  DNA‐Aufreinigung  innerhalb 
der Chromatinpäparation und Chromatinimmunopräzipitation 
Das MSB Spin PCRapace Kit (2.1.5) wurde sowohl  innerhalb der Chromatinpäparation 
als  auch  der  Chromatinimmunopräzipitaion  (ChIP)  (2.2.8)  zur  Aufreinigung  der DNA 
nach der Revertierung der Quervernetzung verwendet. Hierzu wurde das Protein‐DNA‐ 
Gemisch nach der Aufhebung der Quervernetzung mit 400 µl „Binding“ Puffer versetzt 
und für 5 min. homogenisiert. Im Anschluss wurde das Gemisch auf die  im Kit enthal‐
tenen  Spin‐Säulen  geladen und  für 3 min. bei 11180xg  zentrifugiert. Nach dem Wa‐
schen mit 500 µl „Binding“ Puffer wurde die Säule erneut für 3 min. bei 11180xg tro‐
cken zentrifugiert. Die Elution erfolgte mit dem im Kit enthaltenen Puffer. Die während 
der  Chromatinpräparation  entnommenen  Proben wurde mit  20  µl  eluiert, während 
nach der ChIP mit 80 µl eluiert wurde. 
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2.2.3.4 Isolierung von Gesamt‐RNA 
Zur  Isolierung  von  Gesamt‐RNA  aus  Mais  wurde  das  Protokoll  nach  Chomczynski 
(1993) modifizierte. Die Durchführung basiert auf einer Phenol‐Chloroform‐Extraktion 
im sauren Milieu. Dieses ermöglicht weitestgehend die Abtrennung der DNA, welche in 
der Interphase verbleibt, während sich die RNA in der wässrigen Phase löst. 
 
2.2.3.4.1 Standardmäßige Isolierung von Gesamt‐RNA 
Bei der standardmäßigen Isolierung von RNA wurden ca. 25 mg unter flüssigem Stick‐
stoff  fein  gemörsertes  Blattmaterial  in  1  ml  Trizol  (2.1.9)  aufgenommen  und  für 
15 min. homogenisiert. Nach der Zugabe von 0,2 Volumen Chloroform und einer wei‐
teren Homogenisierung von 10 min. erfolgte eine Phasentrennung mittels Zentrifuga‐
tion (13000xg, 15 min., 4°C). Die obere, wässrige Phase wurde abgenommen und in ein 
neues Reaktionsgefäß  überführt. Nach  zweimaligem Waschen  der  Phase mit  jeweils 
einem Volumen Chloroform erfolgte die Präzipitation der RNA aus der wässrigen Phase 
mit zwei Volumen eiskaltem Ethanol (96%) für 20 min. bei ‐20°C. Anschließend wurde 
die RNA durch Zentrifugation (13000xg, 15 min., 4°C) pelletiert, mit Ethanol (70%) ge‐
waschen, getrocknet und in 30 µl Wasser aufgenommen. Die Qualität der Präparation 
wurde mittels  Agarosegelelektrophorese  (2.2.4)  in  einem  2%igem  Agarosegel  über‐
prüft. 
 
2.2.3.4.2 Spezielle Isolierung von Gesamt‐RNA für Transkriptions‐Arrays 
Grundsätzlich erfolgte die  Isolierung der Gesamt‐RNA  für die Verwendung auf einem 
transkriptionellen Array  auf  die  selbe Weise, wie  unter  2.2.3.4.1  beschrieben. Aller‐
dings wurden  jeweils 50 mg Blattmaterial verwendet und darüber hinaus ein Doppel‐
ansatz durchgeführt. Am Ende der Präparation wurden diese Doppelansätze vereinigt. 
Des Weiteren wurde die wässrige, RNA‐haltige Phase nur ein Mal mit Chloroform ge‐
waschen. Die weitere Prozessierung der Proben ist unter 0 beschrieben. 
 
2.2.4 Trennung von Nukleinsäuren durch Agarosegelelektrophorese 
Zur  visuellen  Analyse  von  Nukleinsäuren  wurde  eine  Agarosegelelektrophorese mit 
anschließender  Ethidiumbromid‐Färbung  durchgeführt. Die Methode  beruht  auf  der 
Tatsache, dass sich Nukleisäuren aufgrund ihrer Ladung in einer Gelmatrix durch Anle‐
gen einer Spannung größenabhängig unterschiedlich schnell bewegen. Die negativ ge‐
ladenen Nukleinsäuren wandern  in einem Spannungsfeld zur Anode. Durch die Fähig‐
keit von Ethidumbromid (EtBr) sich in doppelsträngige Molekülstrukturen von Nuklein‐
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säuren  einzulagern wird  eine Visualisierung  dieser  durch  die Anregung mit UV‐Licht 
ermöglicht. In der vorliegenden Arbeit wurden ausschließlich 2%ige (w/v) Agarosegele 
in 1x TAE‐Laufpuffer  (2.1.9)  verwendet. Den Gelen und dem TAE‐Laufpuffer wurden 
0,25 µg EtBr/ml zugesetzt. Die Nukleinsäureproben wurden vor dem Auftragen auf das 
Agarosegel mit 0,2 Volumen Ladepuffer (2.1.9) versetzt. Um die Größe der aufzutren‐
nenden Proben abschätzen zu können, wurde je nach erwarteter Größe, einer der un‐
ter 0 aufgeführten DNA‐Größenstandards mit auf das Agarosegel aufgetragen. Die Auf‐
trennung der Nukleinsäurefragmente erfolgte je nach Größe des Agarosegels bei einer 
Spannung von 100‐160 V für 30‐90 Minuten.  
 
2.2.5 cDNA‐Synthese 
Bei der cDNA‐Synthese wird eine RNA‐Matrize, ausgehend von einem Oligonukleotid‐
Primer,  in  einen  komplementären DNA‐Strang  umgeschrieben.  Vor  der  Synthese  ist 
darauf zu achten, dass etwaige DNA‐Kontaminationen entfernt werden, damit down‐
stream Prozesse nicht beeinflusst werden. Zur vollständigen Entfernung von DNA wird 
ein Verdau mit DNaseI (2.1.6) durchgeführt. In den frühen Experimenten dieser Arbeit 
wurde die DNaseI der  Firma Roche Diagnostics  (Mannheim)  in Verbindung mit dem 
unter 2.1.9 angegebenen DNaseI‐Puffer verwendet. Die Zusammensetzung der durch‐
geführten Reaktion ist der Tabelle 2.1 zu entnehmen. Aufgrund der Tatsache, dass das 
Produkt im Verlauf dieser Arbeit von der Firma durch ein anderes Produkt ersetzt wur‐
de, wurde  in späteren Versuchen das Enzym DNaseI (2.1.6) der Firma MBI Fermentas 
(St. Leon‐Rot) nach Herstellerangaben verwendet. Zur Durchführung der DNA‐Spaltung 
wurde bei der Verwendung der DNaseI der Firma Roche Diagnostics  für 15 min. und 
bei der DNaseI der Firma MBI Fermentas für 30 min. bei 37°C  inkubiert. Im Anschluss 
wurde das Enzym in beiden Fällen durch 15minütige Inkubation bei 70°C inaktiviert. 
Tabelle 2.11: DNaseI‐Verdau. 
Komponente  Endkonzentration 
(Roche Diagnostics) 
Endkonzentration 
(MBI Fermentas) 
DNaseI  2 U  1 U
DNaseI‐Puffer  1x 1x
RNA  1‐2 µg  1‐2 µg
H2O  ad 12 µl   ad 12 µl
 
Zum  Start der eigentlichen  cDNA‐Synthese wurden 50 pmol des unter 2.1.12  aufge‐
führte  „Random  nonamer“  Primers  zu  den  so  vorbereiteten  Proben  gegeben,  für 
5 min. auf 70°C erhitzt und anschließend auf Eis abgekühlt. Im Weiteren wurde das in 
Tabelle 2.12 aufgeführte Reverse Transkriptase‐Reaktionsgemisch  zu den vorbereite‐
ten  RNA‐Proben  gegeben  und  nach  einer  Inkubation  bei  37°C  für  1  h  durch 
10minütiges erhitzen auf 70°C  inaktiviert. Für  jedes Experiment wurde zusätzlich eine 
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Reaktion ohne Reverse Transkriptase durchgeführt, um eventuelle DNA‐Kontamination 
festzustellen. Abschließend wurden die Erststränge 1:10  in Wasser  verdünnt und  je‐
weils 2 µl in die PCR eingesetzt.  
Tabelle 2.12: Reverse Transkription. 
Komponente   Endkonzentration
dNTP‐Mix  20 nmol 
MMLV‐Puffer  1x
MMLV‐RT  200 U 
H2O  ad 7 µl 
 
2.2.6 Aufbereitung von Gesamt‐RNA‐Proben für die Analyse mittels Transkriptions‐
Array 
Die  Gesamt‐RNA  für  die  Durchführung  eines  Transkriptions‐Array  wurde  wie  unter 
2.2.3.4.2 beschrieben  isoliert. Wie bei der unter 2.2.5 beschriebenen cDNA‐Synthese, 
ist es auch bei der Durchführung von transkriptionellen Arrays besonders wichtig dar‐
auf zu achten, dass  in der RNA keine DNA mehr enthalten  ist.  In diesem Zusammen‐
hang ist eine Spaltung der DNA mittels DNase unumgänglich. Für die spätere Verwen‐
dung auf einem Array wurde die DNA mittels des RNase‐free DNase Sets (2.1.6) nach 
Hersteller  Angaben  gespalten.  Tabelle  2.1  gibt  das  Reaktionsschema  der  DNase‐
Spaltung wieder.  
Tabelle 2.13: Reaktionsschema für das RNase‐free DNase‐Set (Quiagen). 
Komponente  Volumen [µl] 
RNA  60 
RDD‐Puffer  10
DNaseI  2,5
H2O  27,5 
 
Nach der Spaltung der DNA wurde die RNA mittels des RNeasy MinElute Kits  (2.1.5) 
aufgereinigt und aufkonzentriert. Dies erfolgte ohne die Verwendung  von Detergen‐
zien nach Herstellerangaben. Die RNA wurde  letztendlich durch zweimaliges eluieren 
mit 14 µl H2O von der Säule gelöst. Die weitere Prozessierung der Proben und die Hyb‐
ridisierung auf die „Affymetrix Gene Chips – Maize Genome‐Array“, sowie das auslesen 
des  Arrays  wurden  von  dem  Kompetenzzentrum  Fluoreszente  Bioanalytik  (KFB)       
Regensburg durchgeführt. 
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2.2.7 Quantitative PCR (qPCR) 
Spezifische  DNA‐Sequenzen  können mittels  PCR  (Polymerase  Chain  Reaktion,  Poly‐
merase‐Kettenreaktion) amplifiziert werde. In einem zyklischen, dreiphasigen Prozess, 
bestehend aus Denaturierung (Aufschmelzen der doppelsträngigen DNA in Einzelsträn‐
ge), Anlagerung (Anlagerung der spezifischen Oligonukleotide an die komplementären 
DNA‐Sequenzen, welche  das  zu  vervielfältigende DNA‐Fragment  flankieren)  und  der 
Synthese (Synthese eines neuen DNA Strangs durch eine Polymerase, ausgehend vom 
3‘‐Ende der angelagerten Oligonukleotide) wird der gewünschte DNA‐Abschnitt expo‐
nentiell vervielfältigt.  
Die quantitative PCR  (qPCR) stellt eine Abwandlung der oben beschriebenen konven‐
tionellen PCR dar, die eine Bestimmung der eingesetzten Menge an Matrizen‐DNA er‐
möglicht. Abweichend von dem zyklischen, dreiphasigen Ablauf einer konventionellen 
PCR wird bei der quantitativen PCR meist ein zyklischer, aber nur zweiphasiger Ablauf 
gewählt. Bei diesem finden Anlagerung und Synthese bei derselben Temperatur statt. 
Tabelle  2.14  gibt  das  Thermoprofil  aller  in  dieser Arbeit  verwendeten  quantitativen 
PCRs wieder.  
Tabelle 2.14: Thermoprofil der qPCR. 
Reaktionsschritt  Temperatur [°C] Dauer [min.] Zyklen
Denaturierung  95  10 1x
Denaturierung 
Synthese 
95 
60 
0,25
1 
40x 
 
Die eigentliche Quantifizierung der eingesetzten Matrizen‐DNA wurde in dieser Arbeit 
durch den Einsatz des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR® Green  I erreicht. Dieser Farbstoff 
fluoresziert ausschließlich dann, wenn er in doppelsträngige DNA‐Moleküle interkaliert 
und durch Licht einer spezifischen Wellenlänge angeregt wird. Diese Fluoreszenz kann 
mit Hilfe  einer  Kamera  aufgezeichnet werden. Die Quantifizierung  des während  der 
Reaktion entstehenden PCR‐Produktes erfolgt in der exponentiellen Phase der Reakti‐
on. Man bestimmt die Zyklenzahl bei der  sich das  Fluoreszenzsignal gerade deutlich 
von der Hintergrundfluoreszenz abhebt (bei dem verwendeten System als Ct‐Wert de‐
finiert). Durch den Vergleich des Ct‐Wertes einer Probe mit dem Ct‐Wert von gleich‐
mäßigen Verdünnungsschritten eines Standards gegebener Konzentrationen kann auf 
die eingesetzte Matrizenmenge der Probe zurück geschlossen werde. Die Ct‐Werte der 
Standardreihe  sollten dabei alle Messwerte der Proben umfassen. Die  Spezifität des 
entstehenden Produktes wird durch eine Schmelzkurve bestimmt. Dabei werden die 
doppelsträngigen PCR‐Produkte von 60°C auf 95°C erhitzt. Bei Erreichen der durch die 
Länge und Nukleotidzusammensetzung des PCR‐Produktes bedingten Schmelztempe‐
ratur wird die DNA einzelsträngig und  setzt den  Fluoreszenzfarbstoff  frei. Die damit 
verbundene Fluoreszenzänderung der Probe wird detektiert.  
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Eine Optimierung der PCR kann über die Variation der Oligonukleotid‐ und der MgCl2‐
Konzentration oder über den Zusatz von Betain erfolgen und wurde  in der vorliegen‐
den Arbeit für jedes verwendete Oligonukleotidpaar durchgeführt (Tabelle 2.9). Die zur 
Durchführung der qPCR verwendeten Reaktionskits sind der Tabelle 2.4 zu entnehmen. 
Für die Standardreihen wurde je nach Verwendungszweck cDNA 4 h belichteter Mais‐
pflanzen oder DNA verwendet. 
 
2.2.8 Chromatinimmunopräzipitation (ChIP) 
Chromatinimmunipräzipitation (ChIP) bezeichnet ein hochsensitives, antikörpervermit‐
teltes  Nachweisverfahren  für  DNA‐assoziierte  Chromatinproteine.  Bei  der  in  dieser 
Arbeit verwendeten quervernetzenden ChIP  (xChIP) wird durch Formaldehydbehand‐
lung  eine  kovalente  Bindung  zwischen  Chromatinproteinen, wie  z.B.  Histonen  oder 
Transkriptionsfaktoren, und der DNA hergestellt. Nach Chromatinisolierung und Ultra‐
schallfragmentierung  (2.2.3.2)  kann durch  Zugabe  von  spezifischen Antikörpern eine 
selektive  Immunopräzipitation  der  gewünschten  Protein‐DNA‐Konjugate  erzielt wer‐
den. Nach der Revertierung der kovalenten DNA‐Protein‐Bindung wird die kopräzipi‐
tierte  DNA  aufgereinigt.  Durch  das  Einsetzen  der  so  erhaltenen  DNA  in  eine  qPCR 
(2.2.7)  kann  die  spezifische Menge  eines  bestimmten DNA‐Lokus  bestimmt werden, 
der mit einer speziellen Histonmodifikation oder einem Transkriptionsfaktor assoziiert 
ist. Abbildung 2.2 zeigt den schematischen Verlauf einer ChIP gegen modifizierte His‐
tone. 
 
Abbildung 2.2: Chromatinimmunopräzipitation. 
Schematische Darstellung  einer ChIP‐Analyse  gegen modifizierte Histone. Nach der  Fixierung der Histone  an die 
DNA mittels  Formaldehyd wird  das  Chromatin  isoliert.  Im  Anschluss  erfolgt  eine  Ultraschalfragmentierung  des 
Chromatins. Modifikationsspezifische Antikörper  binden  entsprechend modifizierte Histone  und  die DNA‐Histon‐
Antikörper‐Komplexe können mittels Protein‐A‐Agarose präzipitiert werden. Nach der Revertierung der Querver‐
netzung und der Aufreinigung der DNA kann die kopräzipitierte DNA mittels qPCR quantifiziert werden. Durch Ver‐
gleich verschiedener biologischer Situationen oder durch Referenzierung mit  internen Genpositionen kann so die 
relative Anreicherung einer bestimmten Histonmodifikation an einem spezifischen Genlokus analysiert werden. 
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Für die ChIP‐Analyse wurden 200 µl Chromatin (2.2.3.2) 1:10 mit Puffer F (2.1.9) ver‐
dünnt.  Anschließend wurden  40  µl  Protein‐A‐Agarose  (2.1.2)  hinzugegeben  und  das 
Gemisch  für 1 h bei 4°C unter konstanter Agitation vorgeklärt. Nach Pelletierung der 
Protein‐A‐Agarose (2 min., 440xg, 4°C) wurde der Überstand in ein neues Reaktionsge‐
fäß überführt und das Pellet verworfen. Dieser Schritt dient der Reduktion der Hinter‐
grundpräzipitation,  da  für  Protein‐A‐Agarose  hochaffine  Chromatinstücke  aus  dem 
Reaktionsansatz entfernt werden.  
Jeweils 400 µl des vorgeklärten Chromatins wurden mit 30 µl Protein‐A‐Agarose und 
den entsprechenden Mengen eines spezifischen Antikörpers (2.1.8) versetzt. Um spä‐
ter die Ausgangsmenge an Chromatin  (Input) zu bestimmen, welche als Referenz  für 
die Mengen an präzipitiertem Material dient, wurden 40 µl  jedes vorgeklärtem Über‐
stands entnommen und bis zur Revertierung der Quervernetzung bei 4°C gelagert. Zur 
Bestimmung des Hintergrunds wurde  für  jede ChIP‐Analyse gegen modifizierte Histo‐
ne, zusätzlich eine Präzipitation mit einem unverwandten Kontrollserum (2.1.8) durch‐
geführt. Diese Negativkontrolle dient dazu die Menge an unspezifisch präzipitiertem 
Chromatin  zu bestimmen. Die Ansätze wurden unter  ständiger Agitation  für mindes‐
tens 2,5 h, meist über Nacht, bei 4°C inkubiert. Die Pelletierung der Komplexe aus Pro‐
tein‐A‐Agarose, Antikörper und Chromatin erfolgte durch Zentrifugation für 2 min. bei 
440xg und 4°C. Das Pellet wurde mit je 900 µl der ChIP‐Waschpuffer „low salt“, „high 
salt“,  „Lithiumchlorid“  sowie  zweimal mit  TE‐Puffer  (2.1.9)  für  je  10 min.  auf  einem 
rotierenden  Rad  gewaschen.  Zur  Revertierung  der  Quervernetzung  wurden  jeweils 
100 µl Puffer G  (2.1.9) zu den Pellets sowie zum Aliquot zur Bestimmung des „input“ 
hinzugegeben. Die Proben wurden für 5 min. homogenisiert, anschließend kurz zentri‐
fugiert und  im Anschluss über Nacht bei 65°C  inkubiert. Die auf diese Art freigesetzte 
DNA wurde wie unter 2.2.3.3 beschrieben aufgereinigt. Die Menge an präzipitiertem 
Material wurde in der Folge mittels qPCR (2.2.7) bestimmt. 
 
2.2.9 Metabolitextraktion 
Um  die Metabolite  einer  Pflanze  zu  untersuchen, müssen  diese  auf  eine möglichst 
schonende Art aus den Pflanzen  isoliert werden. Bei der  Isolierung  ist des Weiteren 
darauf zu achten, dass das Material unter kontrollierten Bedingungen und ohne größe‐
re Beeinflussungen der Proben durchgeführt wird. 
Alle  im Weiteren beschriebenen Schritte wurden aus diesem Grund bei 4°C durchge‐
führt. Ca. 50 mg unter flüssigem Stickstoff fein gemörsertes Blattmaterial wurden mit 
1 ml kalten Metabolit‐Extraktionspuffer  (2.1.9) versetzt und nach kurzem Homogeni‐
sieren  für 5 min. unter konstanter Agitation  inkubiert. Anschließend wurden die Pro‐
ben für 2 min. bei 16000xg zentrifugiert und 400 µl der Lösung in ein neues Reaktions‐
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gefäß überführt. Durch die Zugabe von 200 µl ultrareinem Wasser, dem Homogenisie‐
ren und einer Zentrifugation (2 min., 16000xg) wurde eine Phasentrennung herbeige‐
führt.  Im Anschluss wurden 400 µl der oberen, wässrigen Phase  in ein neues Reakti‐
onsgefäß überführt. Durch eindampfen in einer „SpeedVac“ (2.1.3) wurden die Extrak‐
te getrocknet. Für die weitere Verwendung zum enzymatischen Nachweis von Zuckern 
(2.2.10) wurden die Proben  in 200 µl ultrareinem Wasser gelöst und bis zur Nutzung 
bei ‐20°C gelagert. 
 
2.2.10 Enzymatischer Nachweis von Zuckern 
Für den Nachweis und die Konzentrationsbestimmung von Zuckern aus Pflanzenmate‐
rial wurde die unter 2.2.9 beschriebene Extraktions‐Methode verwendet. 
 
2.2.10.1 Glucose und Fructose 
Von den unter 2.2.9 erhaltenen 200 µl Metabolitextrakt wurden 20 µl mit dem unter 
2.1.9  aufgeführten  Glucose/Fructose‐Reaktionspuffer  in  einer  ELISA‐Platte  versetzt 
und bei 30°C so lange inkubiert bis die Extinktion bei 340 nm konstant war. Aus dieser 
Extinktion  ergibt  sich  E0.  Im  Anschluss  wurden  2  µl  des  Hexokinase/Glucose‐6‐
phosphat Dehydrogenase Enzym‐Mix  (0,7 U) hinzugegeben und bis zu einer konstan‐
ten Extinktion bei 340 nm und 30°C inkubiert. Der bei konstanter Extinktion erhaltene 
Wert entspricht E1. Mittels E0 und E1 lässt sich nach Formel 2.2 die Glucosekonzentra‐
tion  im  Extrakt  berechnen.  Durch  die  Zugabe  von  2,5  µl  Phosphogluco‐Isomerase 
(1,75 U)  wird  die  Konzentrationsbestimmung  von  Fructose möglich.  Bei  konstanter 
Extinktion ergibt sich der Wert E2. Durch die Formel 2.2 und der Verwendung der Wer‐
te E1 und E2 lässt sich die Fructosekonzentration berechnet. Der Formel 2.1 ist das zu‐
grundeliegende Reaktionsschema zu entnehmen. 
 
Fructose Glucose⁄ ൅ ATP 
HK
ሱሮ  Glucose‐6‐ phosphat Fructose‐⁄ 6‐phosphat 
Glucose‐6‐phosphat൅NADP൅
G6P‐DH
ሱۛ ۛۛ ሮ  6‐Phosphogluconat൅NADPH൅H൅ 
Fructose‐6‐phosphat 
PGI
ሱሮ Glucose‐6‐P ൅ NADP൅
G6P‐DH
ሱۛ ۛۛ ሮ 6‐Phosphogluconat൅NADPH൅ H൅ 
Formel 2.1: Schematischer Reaktionsablauf des Glucose/Fructose‐Messung. 
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ܿሺ݉݋݈ ݃⁄ ሻ ൌ
∆ܧ · ௄ܸ · ாܸ
௉ܸ · ܨݓ · ߳ · ݀
 
‐ ΔE=E1‐E0 bzw. E2‐E1 
‐ VK: Volumen der Reaktionslösung 
‐ VE: Gesamtvolumen des Metabolitextraktes 
‐ VP: Volumen des Metabolitzextraktes in der Reaktion 
‐ Fw: Frischgewicht des Pflanzenmaterials 
‐ ε: Molarer‐Extinktions‐Koeffizient (NADP+/NADPH =6310 l mol‐1 cm‐1) 
‐ d: Küvetten‐Länge (cm) 
Formel 2.2: Berechnung der Zuckerkonzentrationen. 
 
2.2.10.2 Sucrose 
Zur Bestimmung der Sucrose‐Konzentration wurden 100 µl des unter 2.2.9 erhaltenen 
Metabolitextrakts mit 100 µl Citrat‐NaOH‐Puffer (2.1.9) und 2 µl Invertase (2.1.6) ver‐
setzt. Das Gemisch wurde bei 30°C  für 1 h  inkubiert.  Im Anschluss wurden 20 µl des 
Gemischs in das unter 2.2.10.1 beschriebene Glucose‐Assay eingesetzt. Der Formel 2.3 
ist das zugrundeliegende Reaktionsschema zu entnehmen. Die Berechnung der Sucro‐
se‐Konzentration lässt sich mittels der Formel 2.2 durchführen. 
 
Sucrose 
Invertase
ሱۛ ۛۛ ۛሮ  Glucose ൅ Fructose 
Fructose Glucose⁄ ൅ ATP 
HK
ሱሮ  Glucose‐6‐ phosphat Fructose‐⁄ 6‐phosphat 
Glucose‐6‐phosphat൅NADP൅
G6P‐DH
ሱۛ ۛۛ ሮ  6‐Phosphogluconat൅NADPH൅H൅ 
Formel 2.3: Schematischer Ablauf der Sucrose‐Messung. 
 
2.2.11 Statistische Methoden 
2.2.11.1 Arithmetischer Mittelwert 
Der Mittelwert  ist der Wert, bei dem die Summe der negativen Abweichung der ein‐
zelnen  Werte  vom  Mittelwert  gleich  ist  der  Summe  der  positiven  Abweichungen 
(Formel 2.4). 
 
ݔҧ௔௥௜௧௛௠ ൌ  
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Formel 2.4: Arithmetischer Mittelwert. 
xarithm= arithmetischer Mittelwert, n= Anzahl der Messwerte, x= Messwerte 
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2.2.11.2 Standardabweichung 
Die Standardabweichung ist eine Maßzahl der Streuung. Sie gibt die Streuung der Ein‐
zelwerte  in den  verschiedenen Gruppen wieder,  so dass  sie  sich  zu deren Vergleich 
eignet. Die hier berechnete Standardabweichung gibt eine erwartungsgetreue Schät‐
zung der Standardabweichung der Grundgesamtheit anhand einer Stichprobe wieder 
(Formel 2.5). 
 
ߪ௫ൌඨ
݊ ∑ ݔ௜
ଶ െ ൫∑ ݔ௜௡௜ୀଵ ൯
ଶ௡
௜ୀଵ
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Formel 2.5: Standardabweichung. 
σx = Standardabweichung, n = Anzahl der Messwerte, x = Mittelwert 
 
2.2.11.3 Standardfehler 
Der  Standardfehler  gibt  die  statistische Unsicherheit  der Mittelwerte wieder. Damit 
eignet er sich, um Mittelwerte miteinander zu vergleichen (Formel 2.6). 
 
ܵ ൌ  
ߪ௫
√݊
 
Formel 2.6: Standardfehler. 
S = Standardfehler, σx = Standardabweichung, n = Anzahl der Messwerte 
 
2.2.11.4 Student t‐Test 
Mit  dem  t‐Test  als  Zweistichprobentest  kann  getestet werden,  ob  der  Unterschied 
zweier  Stichproben  statistisch  signifikant  ist. Der  Test  berücksichtigt  die Varianz  der 
Stichproben. Formel 2.7 zeigt die Berechnung des t‐Wertes. 
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Formel 2.7: Student t‐Test. 
x1 = Mittelwert 1, n1 = Anzahl der Messwerte 1, σ1 = Standardabweichung von x1, x2 = Mittelwert 2, n2 = Anzahl der 
Messwerte 2, σ2 = Standardabweichung von x2 
 
Die Freiheitsgrade (FHG) berechnen sich nach FHG = n1 + n2 – 2. Mit Hilfe dieser Anga‐
ben kann der kritische t‐Wert aus der Tabelle „Signifikanzschranken der Studentvertei‐
lung“ entnommen werden. Ab diesem wird die Nullhypothese, die annimmt, dass die 
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gefundenen Unterschiede zufällig sind, abgelehnt. Nach der Berechnung des t‐Wertes 
kann die entsprechende Wahrscheinlichkeit p der Tabelle der Standardverteilung ent‐
nommen werden. Bei p < α wird die Alternativhypothese angenommen. 
Alle  Signifikanzen  wurden  mit  Microsoft  Excel™  berechnet.  Die  jeweilig  gewählten 
Testbedingungen sind den Abbildungsunterschriften zu entnehmen. 
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3 Ergebnisse 
Die eukaryotische Genexpression wird neben sequenzspezifischen Transkriptionsfakto‐
ren  im Wesentlichen durch den Chromatinstatus, welcher durch kovalente Histonmo‐
difikationen,  Chromatin‐Remodeling  und DNA‐Methylierung  definiert wird,  reguliert. 
Es konnte gezeigt werden, dass die reversible Acetylierung spezifischer Lysinreste der 
Histone H3 und H4 eine entscheidende Rolle bei der Genaktivierung spielt. Der vorlie‐
genden Arbeit dienen die durch vielfältige  interne und externe Stimuli regulierten C4‐
Photosynthesegene aus Zea mays dazu, die Zusammenhänge zwischen Histonacetylie‐
rung und Promotoraktivität näher zu untersuchen. Als Ausgangspunkt wird hierbei das 
unter Abschnitt 1.3 beschriebene Arbeitsmodell zur Signalintegration auf Chromatine‐
bene  verwendet, welches  im Wesentlichen  anhand  der  C4‐spezifischen  Isoform  der 
Phosphoenolpyruvatcarboxylase (C4‐Pepc) erarbeitet wurde.  
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind in drei Teilbereiche untergliedert. Der ers‐
te Abschnitt beschäftigt  sich mit der Erweiterung der Erkenntnisse bezüglich der Zu‐
sammenhänge  zwischen Histonacetylierung und Promotoraktivität des C4‐Pepc‐Gens. 
Hierbei wurde der Hauptfokus auf die Reihenfolge dieser Ereignisse bei der Genaktivie‐
rung sowie auf die Notwendigkeit spezifischer Histonacetylierungen für die Etablierung 
maximaler  Transkriptionsraten  gelegt.  Darüber  hinaus  wurde  untersucht,  inwieweit 
eine artifizielle Histonhyperacetylierung Einfluss auf die Geninaktivierung hat. Bei ei‐
nem Großteil dieser Betrachtungen wurde die diurnale Rhythmik der C4‐Pepc Genakti‐
vität genutzt, um Aussagen über die Notwendigkeit von Histonacetylierungen  für die 
Regulation der Transkription zu erhalten. 
Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde im Weiteren untersucht, inwieweit sich das für C4‐
Pepc erhaltene Modell der Histonacetylierung auf weitere C4‐spezifische Gene auswei‐
ten lässt. Der Hauptfokus dieser Betrachtungen liegt auf den C4‐spezifischen Isoformen 
der Pyruvat‐Pi‐Dikinase (C4‐Ppdk) sowie des Malatenzyms (C4‐Me). 
Im letzten Abschnitt dieser Arbeit wird schließlich ein Screening zur Identifikation von 
Genen, welche auf ähnliche Weise  reguliert  sind wie C4‐Pepc, vorgestellt. Ziel dieser 
Analyse ist es, die identifizierten Gene in Zukunft auf Chromatinebene zu untersuchen, 
um möglicherweise ein allgemeingültiges Modell der Signalintegration auf Chromatin‐
ebene  zu  entwerfen.  Im  Rahmen  der  vorliegenden  Arbeit wurden  die mit Hilfe  der  
Microarray‐Technologie  erhaltenen  Daten  bioinformatisch  ausgewertet  sowie  ihre 
Qualität mit Hilfe der qPCR verifiziert.  
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3.1 Teil  I –Zusammenhänge zwischen Promotoraktivität und Histonacetylie‐
rung am C4‐Pepc Promotor 
Das  durch Offermann  et  al.  erarbeitete Modell  zur  Histonacetylierung  des  C4‐Pepc‐
Promotors  besagt, dass  Licht  infolge der  Inhibierung  einer HDAC  zu  einem Acetylie‐
rungsanstieg  an  den  Positionen  Lysin  9  des Histons H3  und  Lysin  5  des Histons H4 
führt. Dieser Prozess  ist  für den proximalen Promotor unabhängig von der  transkrip‐
tionellen Aktivität. Des Weiteren  stellt das Arbeitsmodell dar, dass  sich die Wirkung 
von metabolischen  Stimuli  im  Acetylierungszustand  des  distalen  Promotors wieder‐
spiegelt (Offermann et al., 2006; Offermann et al., 2008). Anhand der hier beschriebe‐
nen Versuche sollte dieses Modell weiterentwickelt werden.  
3.1.1 Reihenfolge der Ereignisse  
Die These von Offermann et al., dass die Histonacetylierung des proximalen Promotors 
notwendig aber nicht hinreichend für eine Genaktivierung ist (Offermann et al., 2006), 
setzt voraus, dass die Histonacetylierung  in der zeitlichen Abfolge vor der Transkripti‐
onsaktivierung  stattfindet. Aus diesem Grund wurde ein Versuchsaufbau entworfen, 
der es ermöglichen soll, die Histonacetylierung zeitlich von dem Transkriptionsereignis 
zu trennen. Abbildung 3.1 zeigt diesen Versuchsaufbau zur Bestimmung der Reihenfol‐
ge der Ereignisse bei der Genaktivierung von C4‐Pepc. Ziel dieses Versuchsaufbaus  ist 
es, einen möglich geringen Stimulus zu setzten. Dieser „Minimal‐Stimulus“ soll es er‐
möglichen, die zeitlich eng miteinander verbundenen Ereignisse der Acetylierung und 
der Transkription in Folge von Belichtung voneinander zu trennen. 
 
Abbildung 3.1: Versuchsaufbau zur Bestimmung der Reihenfolge der Ereignisse bei der Aktivierung des C4‐Pepc‐
Promotors. 
Dargestellt ist der Versuchsaufbau zur Bestimmung der Reihenfolge der Ereignisse bei der Aktivierung des C4‐Pepc‐
Promotors. Hierzu werden etiolierte Pflanzen  (Pflanzen, welche  in  ihrer Entwicklung nie belichtet wurden) einem 
1minütigen Lichtpuls ausgesetzt. Nach einer weiteren Dunkel‐Inkubation von 0,5 h und 1 h wurden Proben genom‐
men. 
 
Hierzu wurden etiolierte Pflanzen (Pflanze, welche während  ihrer Entwicklung nie be‐
lichtet wurden) einem 1minütigen Lichtpuls ausgesetzt.  Im Anschluss an diesen Licht‐
puls erfolgte eine weitere Dunkel‐Inkubation  für 0,5 h und 1 h  (siehe Abbildung 3.1). 
etiolierte 
Pflanzen
1minütiger Lichtpuls
Dunkelinkubation
Probennahme
nach 0,5h
Probennahme
nach 1h
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Die Ergebnisse der Transkriptionsmessung der hnRNA  von C4‐Pepc ermöglichen eine 
Aussage  über  die  Promotoraktivität  und  sind  in Abbildung  3.2  dargestellt. Die RNA‐
Mengen der 4 h belichteten Pflanzen sowie der etiolierten Pflanzen stellen die Kontrol‐
len  dieses Versuchsaufbaus  dar.  Es  ist  klar  zu  erkennen,  dass  die  RNA‐Abundanz  in 
etiolierten  Pflanzen  deutlich  geringer  ist,  als  die  in  belichteten  Pflanzen. Durch  den 
1minütigen Lichtpuls kommt es erst nach einer weiteren Verdunkelung von 1 h zu ei‐
nem  geringen  Transkriptionsanstieg,  während  nach  0,5  h  Dunkel‐Inkubation  kein 
Transkriptionsanstieg messbar ist.  
 
Abbildung 3.2: Relative Expression von C4‐Pepc im Versuchsaufbau zur Bestimmung der Reihenfolge der Ereignis‐
se bei der Genaktivierung. 
Dargestellt ist die relative Expression von C4‐Pepc im Versuchsaufbau zur Bestimmung der Reihenfolge der Ereignis‐
se bei der Genaktivierung. 4 h belichtete (dunkelgrün) und etiolierte Pflanzen (gelb) stellen hierbei die Kontrollsitua‐
tionen dar. Die orange Säule gibt die hnRNA‐Abundanz von C4‐Pepc wieder, welche nach dem 1minütigen Lichtpuls 
für 0,5 h verdunkelt wurden, während die hellgrüne Säule die Abundanz  in Pflanzen darstellt, welche nach dem 
Lichtpuls für 1 h verdunkelt wurden. Die senkrechten Linien geben den Standardfehler von drei unabhängigen bio‐
logischen Replikaten wieder.  
 
Im Anschluss wurde der Grad der Histonacetylierung  für die dargestellten Zeitpunkte 
mittels Chromatinimmunopräzipitation (ChIP ‐ 2.2.8) ermittelt. Hierzu wurde auf Basis 
vorangegangener  Experimente  in der Arbeitsgruppe  zum einen der Anti‐Hyperacetyl 
H4 Antikörper, welcher hyperacetylierte H4 Histone spezifisch bindet, sowie der Anti‐
Acetyl H3K9 Antikörper, welcher spezifisch acetyliertes Lysin 9 des Histons H3 erkennt, 
verwendet.  Zusätzlich  wurde  die  Nukleosomenverteilung  mittels  eines  Antikörpers 
gegen die  invariante C‐terminale Domäne des Histons H3 bestimmt.  In Abbildung 3.3 
sind die Ergebnisse der qPCR‐Messungen (2.2.7) der unterschiedlichen Präzipitate dar‐
gestellt. Die Hyperacetylierung sowie die Acetylierung von H3K9 weisen zwischen den 
belichteten  und  den  etiolierten  Pflanzen  einen  deutlichen  Niveauunterschied  auf. 
Hierbei ist die Acetylierung in belichteten Pflanzen deutlich höher als in etiolierten. In 
der Nukleosomenverteilung ist zwischen diesen beiden Situationen jedoch kein Unter‐
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schied  festzustellen. Die Profile der Acetylierungen sowie die Nukleosomenverteilung 
über den Promotorbereich entsprechen  im Wesentlichen den bereits von Offermann 
et al. (2008) beschrieben. 
 
Abbildung 3.3: Histonmodifikationen im Versuchsaufbau zur Trennung der Ereignisse bei der Genaktivierung von 
C4‐Pepc. 
Dargestellt  sind  die Niveaus der  unterschiedlichen Histonmodifikationen  sowie  der Nukleosomenverteilung über 
den C4‐Pepc‐Promotor von ‐1400 bis 400 relativ zum Transkriptionsstart (TIS). 4 h belichtete (dunkelgrün) und etio‐
lierte Pflanzen (gelb) stellen hierbei die Kontrollsituationen dar. Die orange Linie kennzeichnet die erhaltenen Daten 
aus Pflanzen, welche nach dem 1minütigen Lichtpuls für 0,5 h verdunkelt wurden, während die hellgrüne Linie diese 
wiedergibt für Pflanzen, die nach dem Lichtpuls für 1 h verdunkelt wurden. HypAcH4= hyperacetyliertes Histon H4; 
H3K9Ac= acetyliertes Histon H3 an Position  Lysin 9; H3C= Nukleosomenverteilung. Die  senkrechten  Linien geben 
den Standardfehler dreier unabhängiger biologischer Replikate wieder. 
 
Durch  den  1minütigen  Lichtpuls  gefolgt  von  einer  1stündigen  Dunkel‐Inkubation 
kommt es  für den kompletten betrachteten Promotorbereich  zu einer klaren Steige‐
rung der H4 Hyperacetylierung  im Verhältnis  zu den etiolierten Pflanzen. Das durch 
diesen Anstieg erreichte Acetylierungsniveau entspricht  im distalen Promotor  (‐1300 
bp bis ‐600 bp relativ zur TIS) dem der 4 h belichteten Pflanzen, während im proxima‐
len Promotor (‐600 bp bis +1 bp relativ zur TIS) noch kein vollständiger Anstieg auf das 
Niveau der 4h belichteten Pflanzen festzustellen ist. Für die Acetylierung von H3K9 ist 
für  diese  Pflanzen  im  distalen  Promotor  ein  schwacher  Anstieg  und  im  proximalen 
Promotor ein deutlicher Anstieg  relativ  zu den etiolierten Pflanzen  zu erkennen. Der 
Anstieg dieser Acetylierung  ist weder  im proximalen noch  im distalen Promotor stark 
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genug um das Niveau 4 h belichteter Pflanzen zu erreichen. Betrachtet man nun die 
Acetylierungsniveaus  der  Pflanzen, welche  nach  dem  Lichtpuls  für  0,5  h  verdunkelt 
wurden,  so  zeigt  sich  für die Hyperacetylierung des Histon H4 eine  leichte Erhöhung 
der Acetylierung relativ zu den etiolierten Pflanzen. Ein solcher Anstieg ist für die Ace‐
tylierung von H3K9 nicht in dem Maße feststellbar. Die Nukleosomendichte der Pflan‐
zen,  die  einem  Lichtpuls  ausgesetzt wurden,  ist  in  einem  Promotorbereich  von  ca.         
‐400 bp bis +400 bp relativ zur TIS leicht höher als in den Kontrollsituationen.  
Durch  den  Vergleich  der  Transkriptionsmessung  (Abbildung  3.2)  und  der  ChIP 
(Abbildung 3.3) ergibt  sich eine  klare Korrelation  zwischen der Transkriptionsaktivie‐
rung und der Histonacetylierung. In der Situation in der ein Acetylierungsanstieg mess‐
bar  ist,  findet auch ein Transkriptionsanstieg statt  (1minütiger Lichtpuls mit anschlie‐
ßender Verdunklung für eine Stunde). Eine eindeutige Aussage darüber, ob die Histon‐
acetylierung der Transkription voraus geht, ist nicht möglich. Zwar ist für die Pflanzen, 
welche für 0,5 h verdunkelt wurden, in einem begrenzten Promotorbereich ein leichter 
Anstieg der Hyperacetylierung des Histons H4 relativ zu den etiolierten Pflanzen mess‐
bar, dieser Effekt ist jedoch nicht deutlich genug.  
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3.1.2 Einfluss artifizieller Histonacetylierung auf die  Inaktivierung des C4‐Pepc Pro‐
motors 
Ein weiterer Ansatz um das in Abschnitt 1.3 beschriebene Modell zur Signalintegration 
auf Chromatinebene zu erweitern, bestand darin zu überprüfen,  inwieweit eine artifi‐
zielle Histonacetylierung des C4‐Pepc‐Promotors  in der Lage  ist, die  Inaktivierung die‐
ses Promotors im Tagesverlauf zu verhindern.  
 
Abbildung 3.4: Transkription von C4‐Pepc nach 4 und 14 Stunden im Tagesverlauf. 
Dargestellt  ist die relative Expression des C4‐Pepc‐Promotors  in hnRNA für 4 und 14 Stunden  im Tagesverlauf. Die 
Belichtungsperiode beginnt bei 0 Stunden und dauert 16 Stunden.  Ihr schließt sich eine 8stündige Dunkelperiode 
(Nacht) an. Die senkrechten Linien geben den Standardfehler zweier unabhängiger biologischer Replikate wieder.  
 
Abbildung 3.4 zeigt zunächst den klar messbaren Abfall der Transkription im Tagesver‐
lauf.  Nach  4  h  Belichtung  im  Tagesverlauf  liegt  eindeutig  ein  höheres  Niveau  der 
hnRNA  von  C4‐Pepc  vor  als  nach  14  h.  Hierbei  beginnt  die  Belichtungsperiode  bei 
0 Stunden und endet nach 16 Stunden. Dieser Belichtungsphase  folgt eine 8stündige 
Dunkelperiode (Nacht). Betrachtet man nun die Acetylierung des proximalen und dis‐
talen Promotors  im Tagesverlauf, so  ist ebenfalls klar zu erkennen, dass das Acetylie‐
rungsniveau von H4K5 und H3K9 nach 4 Stunden Belichtung deutlich höher ist als nach 
14 Stunden (Abbildung 3.5). Die Nukleosomendichte zwischen diesen beiden Situatio‐
nen zeigt lediglich im distalen Promotor einen Unterschied. Hierbei scheint diese nach 
14 Stunden im Tagesverlauf höher zu sein als nach 4 Stunden.  
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Abbildung  3.5: Histonacetylierung des proximalen und distalen  C4‐Pepc‐Promotors nach  4 und  14  Stunden  im 
Tagesverlauf. 
Dargestellt ist die Acetylierung von Histon H3 an Position Lysin 9 (H3K9Ac), sowie von Histon H4 an Position Lysin 5 
(H4K5Ac) für den proximalen (‐200 bp relativ zur TIS) und distalen (‐1300 bp relativ zur TIS) C4‐Pepc‐Promotor nach 
4 und 14 Stunden Belichtung im Tagesverlauf. Zusätzlich ist die Nukleosomendichte gezeigt (H3C). Die Belichtungs‐
periode beginnt bei 0 Stunden und dauert 16 Stunden.  Ihr schließt sich eine 8stündige Dunkelperiode (Nacht) an. 
Die senkrechten Linien geben den Standardfehler zweier unabhängiger biologischer Replikate wieder. 
 
Auf diese Veränderungen der C4‐Pepc Promotoraktivität sowie der Histonacetylierung 
wird im späteren Verlauf in Abschnitt 3.1.3 näher eingegangen. Zunächst wurde jedoch 
die Bedeutung der Acetylierung bei der Geninaktivierung  im Tagesverlauf untersucht. 
Hierzu sollte der Acetylierungsabfall  im Tagesverlauf durch die Behandlung der Pflan‐
zen mit einem HDAC‐Inhibitor verhindert werden. Eine solche Behandlung macht ein 
Abschneiden der Pflanzen notwendig. Aus diesem Grund war es erforderlich vor der 
eigentlichen Versuchsdurchführung einige Optimierungen durchzuführen. 
 
3.1.2.1 Optimierung  der  Versuchsbedingungen  zur  Herstellung  artifizieller  Histon‐
acetylierung im Tagesverlauf 
Durch das Abschneiden der Pflanzen zur Behandlung mit Chemikalien tritt das Problem 
auf, dass die Stickstoffverfügbarkeit nicht mehr mittels Zeatin von der Wurzel  in die 
Blätter transduziert wird. Da die C4‐Pepc Transkription stark an die Stickstoffverfügbar‐
keit gekoppelt  ist, würde dies  zu einem deutlichen Abfall der Expression  führen und 
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eine  Betrachtung  der Wirkung  der  exogen  zugeführten  Substanz  wäre  deutlich  er‐
schwert. Durch die  zusätzliche exogene Zugabe  von  trans‐Zeatin  in Kombination mit 
Kaliumnitrat  ist es  jedoch möglich, eine Situation zu simulieren,  in der eine Stickstoff‐
verfügbarkeit  suggeriert wird  (Sugiharto  et  al.,  1992). Aus  diesem Grund wurde  zu‐
nächst  eine  Optimierung  der  verwendeten  Zeatin‐Konzentration  durchgeführt.  Am 
Ende dieser Optimierung sollte eine Zeatin‐Konzentration stehen, die eine weitestge‐
hend physiologische Reaktion von C4‐Pepc auf sich verändernde Bedingungen ermög‐
licht.  
 
Abbildung 3.6: Veränderung der C4‐Pepc Transkription durch verschiedene trans‐Zeatin Konzentrationen. 
Dargestellt ist die relative C4‐Pepc Transkription in hnRNA für unterschiedliche Zeatin‐Konzentrationen und intakte 
(nicht abgeschnittene) Pflanzen. (A) gibt die relative Expression nach 4 h Belichtung im Tagesverlauf (3 h nach dem 
Abschneiden der Pflanzen) an, während  in  (B) die  relative Expression als Verhältnis  von 14 h belichteten  zu 4 h 
belichteten Pflanzen  im Tagesverlauf angegeben  ist (Reduktion  im Tagesverlauf). Die  Inkubation der abgeschnitte‐
nen Pflanzen erfolgte in Leitungswasser ohne Zeatin und Kaliumnitrat (‐ZK), oder mit 5 µM (+ZK 5 µM), 0,5 µM (+ZK 
0,5 µM) und 0,05 µM (+ZK 0,05 µM) Zeatin in Kombination mit 16 mM Kaliumnitrat. Die senkrechten Linien geben 
den Standardfehler für vier unabhängige biologische Replikate wieder.   
 
Zur Durchführung der Optimierung wurden die Pflanzen eine Stunde nach Beginn der 
Belichtungsperiode abgeschnitten und in Leitungswasser mit unterschiedlichen Zeatin‐
konzentrationen  in  Kombination  mit  16  mM  Kaliumnitrat  inkubiert.  Die  Ernte  der 
Pflanzen erfolgte 4 Stunden bzw. 14 Stunden nach Beginn der Belichtung. In Abbildung 
3.6 A ist die C4‐Pepc Expression nach 4 Stunden Belichtung dargestellt. Vergleicht man 
die Expression der nicht abgeschnittenen Pflanzen (intakte Pflanzen) mit der der abge‐
schnittenen Pflanzen, welche ohne Zeatin und Kaliumnitrat in Leitungswasser inkubiert 
wurden, ist ein deutlicher Abfall zu erkennen. Dieser Abfall kann durch die Zugabe von 
Zeatin in Kombination mit Kaliumnitrat verhindert werden. Die Transkription der Pflan‐
zen, welche mit 5 µM Zeatin und 16 mM Kaliumnitrat inkubiert wurden, ist hierbei der 
Transkription  intakter  Pflanzen  am  ähnlichsten.  Die  Reduktion  in  der  C4‐Pepc‐
Transkription  im Tagesverlauf (Abbildung 3.6 B)  ist  jedoch bei diesen Pflanzen mit ca. 
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40% deutlich geringer, als bei  intakten Pflanzen  (ca. 65% Reduktion). Die mit 0,5 µM 
oder 0,05 µM Zeatin behandelten Pflanzen zeigen im Gegensatz dazu eine vergleichba‐
re transkriptionelle Reduktion im Tagesverlauf wie intakte Pflanzen. Aus diesen Ergeb‐
nissen  lässt  sich  schlussfolgern, dass eine Konzentration  von 0,5 bis 0,05 µM  Zeatin 
optimal für eine Betrachtung des Tagesverlaufs ist.  
Um dieses Ergebnis zusätzlich abzusichern und sicher zu stellen, dass eine der physio‐
logischen  Situation  entsprechende  Zeatin‐Konzentration  verwendet wird, wurde  die 
Expression des response regulator 1  (ZmRR1 oder ZmCip1) betrachtet. Dieser wird  in 
der  Literatur  als  primär  durch  Stickstoffverfügbarkeit  reguliertes  Gen  beschrieben   
(Sakakibara et al., 1998). 
 
Abbildung  3.7:  Veränderung  der  Transkription  des  response  regulator  1  durch  verschiedene  Zeatin‐
Konzentrationen. 
Dargestellt  ist  die  relative  Transkription  des  response  regulator  1  (RR1)  in  mRNA  für  unterschiedliche  Zeatin‐
Konzentrationen und  intakte (nicht abgeschnittene) Pflanzen nach 4 h Belichtung (3 h nach dem Abschneiden der 
Pflanzen) und 14 h Belichtung (13 h nach dem Abscheiden der Pflanzen). Die Inkubation der abgeschnittenen Pflan‐
zen erfolgte in Leitungswasser ohne Zeatin und Kaliumnitrat (‐ZK), oder mit 5 µM (+ZK 5 µM), 0,5 µM (+ZK 0,5 µM) 
und 0,05 µM (+ZK 0,05 µM) Zeatin in Kombination mit 16 mM Kaliumnitrat. Die senkrechten Linien geben den Stan‐
dardfehler für vier unabhängige biologische Replikate wieder. 
 
Ist kein Zeatin und Kaliumnitrat vorhanden (‐ZK) führt dies zu einer deutlichen Reduk‐
tion der mRNA‐Akkumulation von RR1 verglichen mit den intakten Pflanzen (Abbildung 
3.7). Im Gegensatz dazu führen 5 µM Zeatin dazu, dass die mRNA‐Menge deutlich über 
der Menge intakter Pflanzen liegt. Dies lässt den Schluss zu, dass es sich bei 5 µM Zea‐
tin  um  eine  nicht  der  physiologischen  Situation  entsprechenden  Konzentration  han‐
delt. Durch die Zugabe von 0,5 µM bzw. 0,05 µM Zeatin kann  in den entsprechenden 
Pflanzen ein Transkriptionsniveau erreicht werden, welches  sowohl nach 4 h Belich‐
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tung als auch nach 14 h Belichtung  im Bereich  intakter Pflanzen  liegt. Dies  legt nahe, 
dass eine Zeatin‐Konzentration zwischen diesen beiden Konzentrationen einer physio‐
logischen Situation entspricht. 
Betrachtet man abschließend die Ergebnisse der Zeatin‐Optimierung  für C4‐Pepc und 
RR1  zusammen,  kommt man  zu  dem  Ergebnisse,  dass  eine  Konzentration  zwischen 
0,5 µM und 0,05 µM Zeatin  in Kombination mit 16 mM Kaliumnitrat den natürlichen 
Verhältnissen am nächsten kommt. Aus diesem Grund wurde  in den weiteren Versu‐
chen,  in  denen  mit  abgeschnittenen  Pflanzen  gearbeitet  wurde,  mit  einer  Zeatin‐
Konzentration von 0,275 µM gearbeitet. 
 
3.1.2.2 Einfluss  artifizieller Histonacetylierung  auf  die Geninaktivierung  im  Tages‐
verlauf 
Das Niveau der Histonacetylierung wird durch das  Zusammenspiel  von Histonacetyl‐
transferasen (HATs) und Histondeacetylasen (HDACs) bestimmt (siehe auch 1.1.4) und 
lässt sich daher durch den Einsatz eines HDAC‐Inhibitors wie Trichostatin A (TSA) stei‐
gern. Durch die Wirkung von TSA soll eine artifizielle Histonacetylierung während der 
Geninaktivierung  von  C4‐Pepc  erreicht  werden.  Hierzu  wurden  Mais‐Pflanzen  eine 
Stunde nach Beginn der Belichtungsperiode abgeschnitten und in entsprechenden Lö‐
sungen  inkubiert.  Die  Behandlung  erfolgte  in  einer  Lösung  aus  Leitungswasser, 
0,275 µM  Zeatin  und  16 mM  Kaliumnitrat  sowie  30  µM  TSA.  Den  Kontrollpflanzen 
wurde  anstelle  von  TSA Methanol  zugesetzt, da es  sich hierbei um das  für die  TSA‐
Lösung verwendete Lösungsmittel handelt. Es wurden 30 µM TSA verwendet, da dies 
die höchstmögliche Konzentration  ist, welche noch nicht zu optisch sichtbaren pleio‐
tropen Effekten führt.  
Die  für diesen Versuchsaufbau gemessene C4‐Pepc‐Expression  (Abbildung 3.8 A) zeigt 
für  die  Kontrollpflanzen,  welchen  nicht mit  TSA  behandelt  wurden,  einen  deutlich 
messbaren Abfall  im Tagesverlauf von ca. 70%  (vgl. auch Abbildung 3.6 B). Erweitert 
man die Betrachtung auf die Pflanzen, welche mit TSA behandelt wurden, kann klar 
gesagt werden, dass es  trotz der Behandlung mit einem HDAC‐Inhibitor weiterhin zu 
einem Abfall der Transkription im Tagesverlauf kommt. 
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Abbildung 3.8: Einfluss artifizieller Histonacetylierung auf die C4‐Pepc Expression im Tagesverlauf. 
Dargestellt ist die relative Expression von C4‐Pepc in hnRNA für 4 h (schwarze Säulen) und 14 h (graue Säulen) be‐
lichtete Pflanzen  im Tagesverlauf mit und ohne die Zugabe von 30 µM TSA  (A und B).  In (B) sind die gemessenen 
hnRNA‐Mengen der Pflanzen ohne den Zusatz von TSA als Referenzpunkt verwendet worden. Die Belichtungsperio‐
de beginnt bei 0 h und endet bei 16 h. An die Belichtungsperiode schließt sich eine 8stündige Dunkelperiode (Nacht) 
an. Die Pflanzen wurden 1 h nach Beginn der Belichtung abgeschnitten und in die entsprechenden Lösungen über‐
führt. Die senkrechten Linien geben den Standardfehler von vier unabhängigen biologischen Replikaten wieder. 
 
Bezieht man die Expressions‐Daten der TSA‐behandelten Pflanzen bei 4 und 14 Stun‐
den relativ zu den Kontrollpflanzen mit ein, zeigt sich, dass nach 4 Stunden Belichtung 
eine schwach höhere Expression der TSA‐behandelten Pflanzen messbar  ist, während 
diese Pflanzen nach 14 Stunden Belichtung eine deutlich niedrigere Expression relativ 
zu den Kontrollpflanzen zeigen (Abbildung 3.8 B). 
Für die endgültige Einordnung der erhaltenen Ergebnisse war es erforderlich, die Wir‐
kung der TSA‐Behandlung auf Chromatinebene zu bestätigen. Hierzu wurden die Ace‐
tylierungsniveaus  zu den entsprechenden Situationen mittels ChIP überprüft. Die er‐
haltenen Ergebnisse sind in Abbildung 3.9 dargestellt. Zunächst ist sowohl für die Ace‐
tylierung von H3K9, wie auch für die von H4K5 zu erkennen, dass diese im Tagesverlauf 
sowohl im proximalen als auch im distalen Promotor abnimmt. Dieser Abfall entspricht 
dem, der bereits für die intakten Pflanzen festgestellt wurde (Abbildung 3.5). Für beide 
Acetylierungen kommt es nach TSA‐Behandlung sowohl nach 4 Stunden als auch nach 
14 Stunden Belichtung zu einer Erhöhung der Acetylierung relativ zu den entsprechen‐
den nicht behandelten Pflanzen. Ein  interessanter Unterschied  im Verhalten der bei‐
den Histonacetylierungen  ist hierbei  im distalen Promotor  zu erkennen.  Im Rahmen 
des Tagesverlaufs ist für die Acetylierung von H3K9 trotz der gesteigerten Acetylierung 
durch  die  TSA‐Behandlung weiterhin  ein Abfall  der Acetylierung  zwischen  4  und  14 
Stunden Belichtung zu erkennen. Eine solche Beobachtung ist für die Acetylierung von 
H4K5 nicht möglich. 
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Abbildung 3.9: Wirkung von Trichostatin A auf das Histonacetylierungsniveau des C4‐Pepc‐Promotors. 
Dargestellt  ist das Aceytlierungsniveau von H3K9  (H3K9Ac)  sowie von H4K5  (H4K5Ac)  für den distalen  (‐1300 bp 
relativ zur TIS) und proximalen (‐200 bp relativ zur TIS) C4‐Pepc‐Promotor in Pflanzen, welche mit 30 µM Trichostatin 
A  (+TSA) oder ohne dieses  (‐TSA)  im Tagesverlauf behandelt wurden. Darüber hinaus  ist die Nukleosomendichte 
gezeigt  (H3C).Die schwarzen Säulen geben die Werte nach 4 h Belichtung wieder, während die grauen Säulen die 
nach 14 h Belichtung wiederspiegeln. Die Belichtungsperiode beginnt bei 0 h und endet bei 16 h. An die Belich‐
tungsperiode schließt sich eine 8stündige Dunkelperiode (Nacht) an. Die Pflanzen wurden 1 h nach Beginn der Be‐
lichtung abgeschnitten und in die entsprechenden Lösungen überführt. Die senkrechten Linien geben den Standard‐
fehler von vier unabhängigen biologischen Replikaten wieder. 
 
Zusammenfassend kann  festgehalten werden, dass eine Erhöhung des Acetylierungs‐
niveaus durch TSA nicht hinreichend für eine Stabilisierung der Transkription im Tages‐
verlauf ist. 
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3.1.3 Promotoraktivität und Histonacetylierung im Tagesverlauf 
Im  Rahmen  der Untersuchungen  zum  Einfluss  artifizieller Histonacetylierung  auf  die 
Geninaktivierung von C4‐Pepc  (3.1.2) wurde bereits angesprochen, dass es  sowohl  in 
der Histonacetylierung als auch in der Transkription zu Veränderungen im Tagesverlauf 
kommt.  Im Folgenden sollen diese Veränderungen näher untersucht werden, um die 
Erkenntnisse zur Signalintegration auf Chromatinebene zu erweitern. 
Zunächst wurde ein 24 h Profil der Transkription von C4‐Pepc aufgenommen. Bei allen 
Analysen dieser Art wurde darauf geachtet, dass die verwendeten Pflanzen unmittel‐
bar nach der Aussaat  in einen kontinuierlichen Tag‐/Nacht‐Rhythmus überführt wur‐
den. Hierbei beginnt die 16stündige Belichtungsperiode mit dem Zeitpunkt 0 h. An die‐
se Belichtungsphase  schließt  sich eine 8stündige Dunkelperiode  (Nacht) an. Die Zeit‐
punkte 0 h und 24 h entsprechen einander und stellen  jeweils den  letzten Zeitpunkt 
innerhalb der Nacht unmittelbar vor dem Start der Belichtung dar.  In Abbildung 3.10 
sind die Ergebnisse des 24 h Transkriptionsprofils für die hnRNA wie auch für die mRNA 
von C4‐Pepc dargestellt. Zusätzlich  ist das Transkriptionsniveau  re‐etiolierter Pflanzen 
zu Vergleichszwecken als rote Linie eingetragen. Unter re‐etiolierten Pflanzen versteht 
man Pflanzen, die  in  ihrer Entwicklung zunächst  in einem normalen diurnalen Rhyth‐
mus angewachsen sind und im Anschluss für mindesten 56 h verdunkelt wurden. Auf‐
grund  vorangegangener  Experimente  in  der  Arbeitsgruppe  ist  für  dies  Pflanzen  be‐
kannt, dass sie ein sehr niedriges Transkriptionsniveau haben. 
 
Abbildung 3.10: Diurnaler Verlauf der C4‐Pepc Transkription. 
Dargestellt ist die relative Expression von C4‐Pepc im diurnalen Verlauf. In (A) ist die hnRNA von C4‐Pepc dargestellt, 
während  in  (B) die mRNA‐Akkumulation abzulesen  ist. Für die Betrachtung der mRNA‐Akkumulation wurden alle 
Werte eines Replikats auf den entsprechenden 5 h‐Wert bezogen. Unterhalb der Diagramme ist in Form eines Bal‐
kens der Belichtungszustand dargestellt. Der weiße Balken symbolisiert hierbei Belichtung und der schwarze Dun‐
kelheit. Die 16stündige Belichtungsperiode beginnt mit dem Zeitpunkt 0 h. An diese Belichtungsphase schließt sich 
eine 8stündige Dunkelperiode (Nacht) an. Die Zeitpunkte 0 h und 24 h entsprechen einander und sind  jeweils der 
letzte Zeitpunkt innerhalb der Nacht. Die in beiden Diagramme eingezeichnete rote Linie gibt das Transkriptionsni‐
veau re‐etiolierter Pflanzen (Pflanzen, die für mindestens 56 h verdunkelt wurden) an. Die senkrechten Linien geben 
die Standardfehler von vier unabhängigen biologischen Replikaten wieder. 
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Betrachtet man zunächst das Profil der hnRNA‐Abundanz von C4‐Pepc im Tagesverlauf 
(Abbildung 3.10 A) kann erkannt werden, dass es mit dem Beginn der Belichtung  zu 
einem Anstieg der Abundanz kommt. Das Maximum wird hierbei nach 3 Stunden er‐
reicht.  Im weiteren  Verlauf wird  10  h  nach  Beginn  der  Belichtung wieder  das  Aus‐
gangsniveau der hnRNA‐Menge erreicht. Das Minimum der Abundanz wird nach  ca. 
14 h erreicht. Dieses liegt nicht wesentlich unter dem 10 h Wert. Der Unterschied zwi‐
schen Minimum  und Maximum  im  Tagesverlauf  beträgt  ca.  60‐70%. Während  der 
Nacht  eines  jeden  Zyklus  kommt  es  zu  keinen  wesentlichen  Veränderungen  der 
hnRNA‐Menge von C4‐Pepc. Nach 24 h wird der 0 h Ausgangswert wieder erreicht und 
ein neuer Zyklus beginnt. Vergleicht man die Veränderungen der hnRNA‐Abundanz im 
Tagesverlauf mit  der  re‐etiolierter  Pflanzen,  lässt  sich  feststellen,  dass  re‐etiolierte 
Pflanzen eine deutlich geringere hnRNA‐Menge aufweisen. 
Die  mRNA‐Akkumulation  von  C4‐Pepc  weist  ebenfalls  diurnale  Veränderung  auf 
(Abbildung 3.10 B). Das Minimum dieser Akkumulation ist bei 0 h bzw. 24 h zu erken‐
nen. Mit Beginn der Belichtung erhöht sich die Menge an mRNA und erreicht nach 8 h 
ihr Maximum. Ausgehend von diesem Maximum fällt die mRNA‐Akkumulation im wei‐
tern  Verlauf  des  Tages  wieder  auf  das  Minimum  ab.  Wie  schon  bei  der  hnRNA‐
Abundanz  zu  erkennen,  ist  auch  die mRNA‐Akkumulation  in  re‐etiolierten  Pflanzen 
deutlich niedriger als der niedrigste Wert im Tagesverlauf.   
Vergleicht man den Verlauf der hnRNA‐Menge mit dem der mRNA‐Akkumulation  ist 
deutlich zu erkennen, dass die Veränderungen der mRNA zeitlich verzögert zu denen 
der  hnRNA  ablaufen.  Darüber  hinaus  wird  deutlich,  dass  re‐etiolierte  Pflanzen  ein 
deutlich niedrigeres Transkriptionsniveau zeigen als Pflanzen im diurnalen Verlauf. 
Nach  der  Betrachtung  des  Transkriptionsverlaufs  über  den  Tag, wurde  für  einzelne 
Zeitpunkte  des  Tages  das  Niveau  der  lichtinduzierbaren  Histonacetylierungen  be‐
stimmt  (Abbildung 3.11). Zur besseren Vergleichbarkeit wurde  für diese Betrachtung 
eine Standardisierung auf eine Position im Actin‐1 Promotor durchgeführt. Sowohl für 
die Acetylierung von Lysin 9 des Histons H3 als auch für die von Lysin 5 des Histons H4 
ist für den distalen wie auch proximalen Promotor eine klare diurnale Veränderung des 
Niveaus  zu erkennen. Die Veränderungen der Acetylierungsniveaus  laufen  zeitlich  in 
einem ähnlichen Rahmen ab, wie die der Transkription (vgl. Abbildung 3.10 und Abbil‐
dung 3.11 A mit Abbildung 3.11 B). Für beide Acetylierungen ist bereits zum Ende der 
Belichtungsperiode  das Minimum  erreicht. Dieses Minimum  entspricht  nahezu  dem 
Acetylierungsniveau  re‐etiolierter Pflanzen. Dies  steht  in einem Wiederspruch  zu der 
Hypothese, dass der Belichtungszustand als alleiniger Reiz die Acetylierung  im proxi‐
malen Promotor bestimmt (siehe auch 1.3). Um diesen Wiederspruch genauer zu un‐
tersuchen, wurde das Niveau der Acetylierung über den  gesamten Promotorbereich 
wie auch zweier Positionen in der kodierenden Region analysiert. 
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Abbildung 3.11: Histonacetylierungsniveaus des C4‐Pepc‐Promotors im Tagesverlauf. 
Dargestellt sind die diurnalen Veränderungen der Transkription  in hnRNA (A) sowie der Histonacetylierung (B) von 
H3K9 (H3K9Ac) und H4K5 (H4K5Ac) im proximalen (‐200 bp relativ zur TIS) und im distalen (‐1300 bp relativ zur TIS) 
C4‐Pepc‐Promotor.  Es  erfolgte  eine  Standardisierung  auf  den Actin‐1  Promotor  bzw.  auf  die mRNA  von  Actin‐1. 
Unterhalb der Diagramme ist in Form eines Balkens der Belichtungszustand dargestellt. Der weiße Balken symboli‐
siert hierbei Belichtung und der schwarze Dunkelheit. Die 16stündige Belichtungsperiode beginnt mit dem Zeitpunkt 
0 h. An diese Belichtungsphase schließt sich eine 8stündige Dunkelperiode (Nacht) an. Für die Zeitpunkte 0 h und 
24 h wurden dieselben Daten verwendet. Die in die Diagramme eingezeichnete rote Linie gibt das Transkriptionsni‐
veau bzw. Histonacetylierungsniveau re‐etiolierter Pflanzen an. Die senkrechten Linien geben generell die Standard‐
fehler von mindestens vier unabhängigen biologischen Replikaten wieder, lediglich für die Zeitpunkte 10 h und 14 h 
beruhen die Daten auf zwei unabhängigen biologischen Replikaten. 
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Neben  den  als  belichtungsabhängigen Histonacetylierungen  beschriebenen  Acetylie‐
rungen von H3K9 und H4K5 wurden auch die Acetylierungen an Lysin 14 (H3K14), Lysin 
18  (H3K18), Lysin 23  (H3K23) und Lysin 27  (H3K27) des Histons H3 wie auch die des 
Lysin 16 (H4K16) des Histons H4 mit in die Betrachtung einbezogen, um auf diese Wei‐
se  ein  vollständiges Bild der Histonacetylierung  im  Tagesverlauf  zu  erhalten. Die  Er‐
gebnisse des Vergleiches zwischen 4 h und 16 h belichteten Pflanzen mit re‐etiolierten 
Pflanzen über den ganzen Promotorbereich sind der Abbildung 3.12 zu entnehmen. Bis 
auf die Acetylierung von H3K23 und H3K27 wurde der Vergleich zwischen 4 h belichte‐
ten und re‐etiolierten Pflanzen bereits von Offermann et al. (2008) durchgeführt und 
dient hier zur Einordnung der Acetylierung 16 h belichteter Pflanzen. Analysiert man 
zunächst  das  Verhalten  der  bereits  zuvor  betrachteten  Acetylierung  von  H3K9  und 
H4K5  (Abbildung 3.12 A und F),  ist klar zu sehen, dass der Acetylierungsabfall  im Ta‐
gesverlauf über den gesamten Promotorbereich wie auch für die betrachteten Positio‐
nen der kodierenden Region von C4‐Pepc vorhanden ist. Dieser Unterschied des Acety‐
lierungsniveaus entspricht darüber hinaus dem, der durch die  langfristige Verdunke‐
lung der Pflanzen (re‐etiolierte Pflanzen) erreicht werden kann. Die Verläufe der Acety‐
lierungen  über  den  Promotorbereich  sowie  die  Unterschiede, welche  zwischen  4  h 
belichteten  und  re‐etiolierten  Pflanzen  festzustellen  sind,  entsprechen  im wesentli‐
chen den von Offermann et al. beschriebenen. Die hier erstmals betrachtete Acetylie‐
rung von H3K23  (Abbildung 3.12 D) zeigt  für die betrachteten Belichtungssituationen 
eine ähnliches Verhalten wie die Acetylierungen von H3K9 und H4K5. Für alle weiteren 
analysierten Acetylierungen der Histone H3 und H4 (Abbildung 3.12 B, C, E und G) lässt 
sich  zumindest  für einen Promotorbereich oberhalb  von  ‐1000 bp  relativ  zur TIS ein 
Abfall der Histonacetylierung  im Tagesverlauf erkennen. Des Weiteren  fällt  für diese 
Acetylierungen auf, dass nur ein sehr schwacher bis kein Unterschied in der kodieren‐
den Region für die betrachteten Situationen vorliegt. Für die Acetylierung von H3K18 
(Abbildung 3.12 C) fällt zudem eine Abweichung zu den von Offermann et al. erhalte‐
nen Daten auf. Während  in Abbildung 3.12 C eine deutliche Antikorrelation zwischen 
Acetylierung und Belichtung besteht, konnte von Offermann et al. für diese Modifika‐
tion kein klarer belichtungsabhängiger Unterschied  festgestellt werden. Für die Nuk‐
leosomenverteilung  im Promotorbereich von C4‐Pepc kann  für die hier untersuchten 
Situationen kein Unterschied festgestellt werden (Abbildung 3.12 H). 
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Abbildung 3.12: Verlauf der Histonacetylierung über den C4‐Pepc‐Promotor bei unterschiedlicher Belichtung. 
Dargestellt sind die Acetylierungsniveaus 4 h (dunkelgrün) und 16 h (hellgrün) belichteter Pflanzen im Tagesverlauf 
sowie re‐etiolierter Pflanzen  (gelb) über den ganzen Promotorbereich von C4‐Pepc und zweier ausgewählter Posi‐
tionen der kodierenden Region. Es erfolgte eine Standardisierung auf den Actin‐1 Promotor. Die 16stündige Belich‐
tungsperiode beginnt mit dem Zeitpunkt 0 h. An diese Belichtungsphase schließt sich eine 8stündige Dunkelperiode 
(Nacht)  an.  (A)  zeigt  die Acetylierung  von H3K9,  (B) H3K14,  (C) H3K18,  (D) H3K23,  (E) H3K27,  (F) H4K5  und  (G) 
H4K16. Darüber hinaus  ist die Nukleosomenverteilung  (H3C)  in  (H) dargestellt. Die senkrechten Linien geben den 
Standardfehler von vier unabhängigen biologischen Replikaten wieder. 
 
Betrachtet man die Ergebnisse der Transkription sowie der Histonacetylierung des C4‐
Pepc‐Promotors gemeinsam, ergeben sich zwei entscheidende Punkte. Zum einen wird 
deutlich, dass der Acetylierungsabfall  im Tagesverlauf ähnlich deutlich  ist, wie der bei 
der Analyse „langzeitverdunkelter“ Pflanzen (re‐etioliert), obwohl der transkriptionelle 
Abfall deutlich geringer  ist. Zum  zweiten  ist eindeutig  zu erkennen, dass  sowohl der 
Acetylierungs‐ wie  auch Transkriptionsabfall  (hnRNA)  im diurnalen Verlauf unter Be‐
lichtung erfolgt, während in der sich anschließenden Dunkelheit keine weiteren Verän‐
derungen eintreten. Hierbei sind am stärksten die Modifikationen betroffen, die auch 
eine deutliche Lichtinduktion zeigen (H3K9 und H4K5). 
Aus dem zweiten Punkt ergibt sich, dass die licht‐induzierte C4‐Pepc in der natürlichen 
Dunkelperiode  eines  Tagesverlaufs  nicht  durch  das  Einsetzten  der Dunkelheit  repri‐
miert wird. Aus diesem Grund wurde  im Weiteren untersucht, ob eine Verdunkelung 
der  Pflanzen  auch  zu Beginn  eines  diurnalen  Zyklus  nicht  zu  einer Veränderung  der 
Transkription sowie der Histonacetylierung  führt. Zur besseren Veranschaulichung  ist 
in Abbildung 3.13  schematisch der Versuchsaufbau dargestellt. Die Pflanzen wurden 
1 h, 2 h, 3 h und 4 h nach Beginn der Belichtungsperiode für 0,5 h bis 2 h verdunkelt. 
Die Ausgangspunkte der Verdunkelung unterscheiden sich transkriptionell hierbei um 
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weniger als 17%  (siehe Abbildung 3.10) und dienen bei der Betrachtung der hnRNA‐
Abundanz als Referenzpunkt. 
 
Abbildung  3.13:  Schematische Darstellung  des  Versuchsaufbaus  zur  Verdunklung  der  Maispflanzen  zu  Beginn 
eines diurnalen Zyklus. 
Ausgehend von dem diurnalen Maximum der Transktiption wurden die Maispflanzen für 0,5 h, 1 h, 1,5 h und 2 h 
verdunkelt. 
 
Abbildung 3.14 macht deutlich, dass für  jede der durchgeführten Verdunkelungen ein 
Transkriptionsabfall von mindestens 50% erreicht wird. Dieser Effekt tritt bereits nach 
0,5 h Verdunkelung auf und die Transkriptionsstärke ändert sich hiernach kaum noch. 
Allerdings  ist die Stärke des Transkriptionsrückgangs von der Länge der vorhergegan‐
genen  Belichtungsperiode  abhängig.  So  ist  der  stärkste  Transkriptionsrückgang  nach 
4 h Belichtung und 0,5 h Verdunkelung mit ca. 85% zu beobachten. Damit ergibt sich 
durch eine Verdunkelung  zu Begin des diurnalen Verlaufs eine  leicht  stärkere Trans‐
kriptionsreduktion, als  für Pflanzen  im Tagesverlauf, die  lediglich eine Reduktion der 
Transkription von ca. 60% aufweisen. 
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Abbildung 3.14: Transkription von C4‐Pepc bei der Verdunklung der Maispflanzen zu Beginn eines diurnalen Zyk‐
lus. 
Dargestellt ist die hnRNA‐Abundanz von C4‐Pepc bei der Verdunkelung der Maispflanzen zu Beginn eines diurnalen 
Zyklus für 0,5 h bis 2 h. Die hnRNA‐Abundanzen wurden  jeweils auf den Zeitpunkt der Verdunkelung referenziert. 
Schwarze Säulen: Verdunkelung für 0,5 h,; mittelgraue Säulen: Verdunkelung für 1 h, dunkelgraue Säulen: Verdun‐
kelung für 1,5 h; hellgraue Säulen: Verdunkelung für 2 h. Die senkrechten Linien geben den Standardfehler von vier 
unabhängigen biologischen Replikaten wieder. 
 
Um einordnen  zu können,  inwieweit  sich die Histonaceytlierung bei einer Verdunke‐
lung zu Beginn eines diurnalen Zyklus verändert und inwiefern diese Veränderung mit 
der Veränderung  im Tagesverlauf vergleichbar  ist, wurde eine vergleichende Analyse 
des Niveaus der Acetylierung von H3K9 und H4K5 durchgeführt (Abbildung 3.15). Eine 
bessere Vergleichbarkeit bei dieser Betrachtung wird durch den  relativen Bezug der 
entsprechenden Acetylierung auf 4 h belichtete Pflanzen erreicht. Bei diesem Vergleich 
ist neben der Abnahme der Transkriptionsstärke auch ein deutlicher Rückgang der His‐
tonacetylierung für „kurzverdunkelte“ Pflanzen wie auch für Pflanzen  im Tagesverlauf 
zu beobachten.  Je nach betrachteter Position ergeben  sich hier  jedoch Unterschiede 
für die einzelnen Modifikationen. Für die Acetylierung von H3K9 (Abbildung 3.15 A) ist 
deutlich  zu  sehen, dass der Abfall der  „kurzverdunkelten“ Pflanzen  (4 h  Licht+ 0,5 h 
verdunkelt)  vor  allem  in  proximalen  Promotor  (‐1000  bp  bis  +1  bp  relativ  zur  TIS) 
schwächer  ist, als der  im Tagesverlauf (16 h Licht). Vergleicht man dies mit dem Ver‐
halten der Promotoraktivität (Abbildung 3.15 B) ergibt sich ein reverses Bild. 
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Abbildung 3.15: Vergleichende Darstelllung der Histonacetylierung des C4‐Pepc‐Promotors  im Tagesverlauf mit 
Maispflanzen, welche zu Beginn eines diurnalen Zyklus verdunkelt wurden. 
Die Abbildung vergleicht das Acetylierungsniveau von H3K9 und H4K5 (A) sowie die Transkription (B) von „kurzver‐
dunkelten“ Pflanzen (4h Licht + 0,5h verdunkelt) mit dem von 16 h belichteten Pflanzen im Tagesverlauf. Es erfolgte 
eine Standardisierung auf den Actin‐1 Promotor bzw. auf die mRNA von Actin‐1. Pflanzen, die  im Tagesverlauf für 
4 h belichtet wurden, dienen aus Referenzpunkt. Die senkrechten Linien geben den Standardfehler von vier unab‐
hängigen biologischen Replikaten wieder. 
 
Für die Acetylierung von H4K5 kann  im proximalen Promotor zwar eine ähnliche Beo‐
bachtung  gemacht werden,  hierbei  ist  jedoch  der  Unterschied  der  Acetylierungsni‐
veaus  insgesamt deutlich geringer und die Auswertung deutlich schwerer. Für die ko‐
dierende Region kann weder für die Acetylierung von H3K9 noch für die von H4K5 ein 
Intensitätsunterschied  im  Acetylierungsabfall  festgestellt werden.  Sowohl  die  „kurz‐
verdunkelten“  Pflanzen wie  auch  die  Pflanzen  im  Tagesverlauf  zeigen  eine Acetylie‐
rungsabfall auf ein ähnliches Niveau. Besonders  für die Acetylierung von H3K9 ergibt 
sich  aus diesen  Ergebnissen, dass die Veränderung des Niveaus der Acetylierung  im 
proximalen Promotor nicht unmittelbar mit der Transkriptionsveränderung korreliert. 
Für „kurzverdunkelte“ Pflanzen ist der Acetylierungsabfall im Verhältnis zur Transkrip‐
tionsreduktion schwächer bzw. langsamer, während im Tagesverlauf ein reverses Ver‐
hältnis besteht.  
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3.1.4 Promotoraktivität und Histonacetylierung am C4‐Pepc‐Promotor unter freilau‐
fenden Bedingungen 
Bei der Betrachtung von diurnalen Rhythmen ist es üblich, das Verhalten der Verände‐
rungen unter freilaufenden Bedingungen zu betrachten. Hierunter versteht man, dass 
die Pflanze über  längere Zeit Bedingungen ausgesetzt wird,  in denen kein Tag/Nacht‐
Wechsel stattfindet. Eine solche Betrachtung  ist sinnvoll, da diurnale Veränderungen 
häufig eng an den Wechsel  zwischen  Licht und Dunkelheit während eines Tages ge‐
koppelt  sind. Um die Wirkung des Tag/Nacht‐Wechsels von der endogen  regulierten 
Rhythmik zu unterscheiden,  ist es deshalb erforderlich Bedingungen herzustellen, bei 
denen ein solcher Wechsel zwischen Licht und Dunkelheit nicht mehr erfolgt. Zu die‐
sem Zweck wurden die Maispflanzen  für mehrere Zyklen unter Dauerlicht  inkubiert. 
Der Versuchsaufbau wurde so gewählt, dass die Pflanzen zunächst in einem Rhythmus 
von 16 h Belichtung gefolgt von einer 8stündigen Nacht angezogen wurden. Die Be‐
trachtung der freilaufenden Bedingungen und damit der Dauerbelichtung beginnt mit 
dem Zeitpunkt 0 h, der den letzten Zeitpunkt der Nacht darstellt. Die darauffolgenden 
16 Stunden entsprechen einer normalen Belichtungsperiode, an deren Ende die Belich‐
tung fortgesetzt wurde.  In Abbildung 3.16 sind die Ergebnisse der Transkriptionsmes‐
sung der hnRNA von C4‐Pepc unter freilaufenden Bedingungen dargestellt.  
 
Abbildung 3.16: Transkription von C4‐Pepc unter freilaufenden Bedingungen. 
Dargestellt sind die Ergebnisse der Transkriptionsmessung der hnRNA von C4‐Pepc unter Dauerbelichtung (LL). Die 
Pflanzen wurden zunächst unter einer Tag/Nacht‐Rhythmik mit 16 h Licht und 8 h Dunkelheit angezogen. Die Be‐
trachtung beginnt mit dem Zeitpunkt 0 h, dem letzten Zeitpunkt der Nacht vor Belichtungsbeginn. Nach 16 h Belich‐
tung erfolgt in dieser Betrachtung kein Tag/Nacht‐Wechsel, stattdessen wurde die Belichtung für weitere 60 h auf‐
rechterhalten. Der Balken unterhalb des Diagramms gibt an zu welchem Zeitpunkt im normalen Tag/Nacht‐Wechsel 
eine  Veränderung  der  Belichtung  erfolgen  würde:  weiß:  normale  Lichtperiode;  grau:  Zeitraum  in  dem  unter 
Tag/Nacht‐Bedingung eine Dunkelperiode stattfinden würde. Die senkrechten Linien geben die Standardfehler von 
vier unabhängigen biologischen Replikaten wieder. 
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Bei der Betrachtung der Ergebnisse ist zunächst deutlich zu erkennen, dass es trotz des 
nicht mehr vorhandenen Tag/Nacht‐Wechsels weiterhin zu zyklischen Veränderungen 
der hnRNA‐Abundanz von C4‐Pepc kommt. Die Amplitude der Veränderung  im ersten 
Dauerlichtzyklus (zwischen 16 h und 56 h) ist vergleichbar derer im normalen diurnalen 
Rhythmus (Unterschied zwischen 4 h und 16 h). Lediglich bei der Betrachtung des drit‐
ten Zyklus (56 h bis 76 h) ist eine leichte Abschwächung der Amplitude zu beobachten. 
Vergleicht man den zeitlichen Ablauf der freilaufenden Zyklen mit dem unter diurnalen 
Bedingungen (Abbildung 3.10) ergeben sich Unterschiede zwischen diesen Situationen. 
Durch die Dauerbelichtung kommt es unmittelbar nach dem Erreichen eines transkrip‐
tionellen Minimums (16 h, 36 h und 56 h) wieder zu einem Anstieg der Transkription, 
während im Tag/Nacht‐Wechsel vor Beginn eines Transkriptionsanstiegs ein Plateau in 
der hnRNA‐Abundanz zu erkennen ist (16 h bis 24 h, vgl. Abbildung 3.10). Durch diese 
Tatsache verkürzt sich ein Zyklus unter freilaufenden Bedingungen um ca. 3 bis 4 Stun‐
den. Darüber hinaus  scheint die Dauerbelichtung dazu  zu  führen, dass die maximale 
hnRNA‐Abundanz über einen längeren Zeitraum (8 Stunden im Vergleich zu 5 Stunden 
unter diurnalen Bedingungen) aufrecht erhalten wird.   
Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse  lässt sich abschließend sagen, dass die Rhythmik 
der C4‐Pepc Transkription unabhängig von einem Tag/Nacht‐Wechsel erhalten bleibt. 
Aus dieser Tatsache ergibt sich die Frage,  inwieweit dies auch  für die Histonacetylie‐
rung zutrifft. Aus diesem Grund wurden für zwei Zyklen unter Dauerbelichtung die Mi‐
nima  und Maxima  eines  jeden  Zyklus  hinsichtlich  ihres  Acetylierungsniveaus  unter‐
sucht (Abbildung 3.17). Die Betrachtung der Acetylierung bei 4 h und 16 h entspricht 
der dieser Zeitpunkte im normalen diurnalen Verlauf und dient in diesem Zusammen‐
hang der Einordnung der Acetylierungsniveaus unter  freilaufenden Bedingungen. Für 
die Acetylierung von H3K9  ist für den Bereich aufwärts von  ‐600 bp relativ zur TIS zu 
erkennen, dass unter  freilaufenden Bedingungen weiterhin ein Wechsel des Niveaus 
stattfindet. Dieser Wechsel korreliert mit den transkriptionellen Minima und Maxima. 
Der Unterschied schwächt sich  jedoch mit  jedem Zyklus unter Dauerlicht ab. Für den 
proximalen  Promotor  ist  hinsichtlich  der H3K9  Acetylierung  lediglich  für  den  ersten 
Dauerlichtzyklus eine Korrelation mit der Transkription zu beobachten. Im zweiten Zyk‐
lus findet kein Acetylierungsanstieg für H3K9 mehr statt. Ähnliches gilt für die 1894 bp 
von der TIS entfernte Position des kodierenden Bereichs.  
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Abbildung 3.17: Histonacetylierung von C4‐Pepc unter freilaufenden Bedingungen. 
Dargestellt ist das Verhalten der Acetylierung von H3K9 und H4K5 sowie die Nukleosomenverteilung (H3C) über den 
Promotorbereich von C4‐Pepc und an zwei Positionen der kodierenden Region unter Dauerbelichtung (LL). Es erfolg‐
te eine Standardisierung auf den Actin‐1 Promotor (B). Zusätzlich sind die hnRNA‐Abundanzen der entsprechenden 
Punkte aufgeführt (A). Hierbei wurde auf die mRNA des Actin‐1 Gens standardisiert Die Pflanzen wurden zunächst 
unter einer Tag/Nacht‐Rhythmik mit 16 h Licht und 8 h Dunkelheit angezogen. Die Betrachtung beginnt mit dem 
Zeitpunkt 0 h, dem  letzten Zeitpunkt der Nacht vor Belichtungsbeginn. Nach 16 h Belichtung erfolgt  in dieser Be‐
trachtung kein Tag/Nacht‐Wechsel, stattdessen wurde die Belichtung für weitere 40 h aufrechterhalten. Der Balken 
unterhalb des Diagramms der hnRNA‐Abundanz gibt an,  zu welchem  Zeitpunkt  im normalen Tag/Nacht‐Wechsel 
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eine  Veränderung  der  Belichtung  erfolgen  würde:  weiß:  normale  Lichtperiode;  grau:  Zeitraum  in  dem  unter 
Tag/Nacht‐Bedingung eine Dunkelperiode stattfinden würde. Die grünen Linien geben die Werte der  transkriptio‐
nellen Maxima und die orangen Linien die der Minima wieder. Durchgehende Linien beziehen sich auf 4 h und 16 h, 
gepunktete Linien auf 24 h und 36 h sowie gestrichelte Linien auf 44 h und 56 h. Die senkrechten Linien geben die 
Standardfehler von vier unabhängigen biologischen Replikaten wieder. 
 
Für H4K5 kommt es zwar in einem Bereich oberhalb von ‐1000 bp relativ zur TIS unter 
freilaufenden Bedingungen  zu einem  leichten Wechsel des Acetylierungsniveaus, die 
Amplitude schwächt sich jedoch bereits im ersten Dauerlichtzyklus deutlich ab. Für den 
übrigen Bereich kann nach dem Beginn der Dauerbelichtung kein Wechsel des Acety‐
lierungsniveaus festgestellt werden. Die Acetylierung erreicht nach 16 h  ihr Minimum 
und bleibt über den übrigen betrachteten Zeitraum konstant niedrig. Darüber hinaus 
kann eindeutig festgestellt werden, dass die Dauerbelichtung nicht zu Veränderungen 
in der Nukleosomenverteilung (H3C) führt. 
Für die Acetylierung von H4K5 des C4‐Pepc Promotors unter Dauerbelichtung kann ab‐
schließend festgehalten werden, dass diese über weite Bereiche nicht mit den Verän‐
derungen der hnRNA‐Abundanz korreliert. Die Acetylierung von H3K9 zeigt hingegen 
im distalen Promotorbereich eine Korrelation mit der sich verändernden Transkription. 
Hierbei  scheint  sich  die Amplitude  der Acetylierung  im Verlauf  der Dauerbelichtung 
stärker abzuschwächen, als die der Transkription. Außerdem ist im proximalen Promo‐
tor nur  für den ersten Dauerlichtzyklus eine Korrelation mit der Promotoraktivität zu 
beobachten. 
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3.1.5 Metabolitstatus der Maisblätter im Tagesverlauf und unter freilaufenden Be‐
dingungen 
Durch  die  bisherigen Analysen  konnte  gezeigt werden,  dass  die Veränderungen  der 
Transkription wie auch der Histonacetylierung im diurnalen Rhythmus nicht alleine auf 
den Tag/Nacht‐Wechsel zurückzuführen sind. Vielmehr scheint es sowohl im diurnalen 
Rhythmus wie auch unter freilaufenden Bedingungen eine zyklische endogene Verän‐
derung zu geben, welche Einfluss auf die Transkription und Histonacetylierung hat.  
C4‐Pepc ist ein zentrales Gen der Photosynthese, in der primär Zucker produziert wer‐
den. Zucker wiederum reprimieren die Expression von C4‐Pepc und haben zudem Ein‐
fluss auf die Histonacetylierung (siehe 1.2.2.3 und 1.3). Auf diesem Hintergrund wurde 
im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob zyklische Veränderungen der Zuckerkonzen‐
tration  im Blatt eine mögliche Erklärung  für die Veränderung  im diurnalen Rhythmus 
und unter  freilaufenden Bedingungen darstellen. Eine vergleichende Darstellung zwi‐
schen Transkription und der Hexose‐ wie auch Sucrosekonzentration ist Abbildung 3.18 
zu entnehmen.   
 
Abbildung  3.18:  Vergleichende  Darstellung  zwischen  C4‐Pepc  Transkription  und  der  Zuckerkonzentration  der 
Maisblätter im diurnalen Verlauf. 
Dargestellt sind die Hexosekonzentration (A) sowie die Sucrosekonzentration (B) im Maisblatt verglichen mit der C4‐
Pepc Expression im diurnalen Verlauf. Die schwarze Linie gibt die entsprechende Zuckerkonzentration und die graue 
Linie die hnRNA‐Abundanz von C4‐Pepc wieder. Unterhalb der Diagramme ist in Form eines Balkens der Belichtungs‐
zustand  zu  den  jeweiligen  Zeitpunkten  dargestellt.  Der  weiße  Balken  symbolisiert  hierbei  Belichtung  und  der 
schwarze Dunkelheit. Die 16stündige Belichtungsperiode beginnt mit dem Zeitpunkt 0 h. An diese Belichtungsphase 
schließt sich eine 8stündige Dunkelperiode (Nacht) an. Die Zeitpunkte 0 h und 24 h entsprechen einander und sind 
jeweils der  letzte Zeitpunkt  innerhalb der Nacht. Die senkrechten Linien geben die Standardfehler von vier unab‐
hängigen biologischen Replikaten wieder. 
 
Bei der Betrachtung der Konzentration der Hexosen  ist  zu erkennen, dass keine ent‐
scheidende Veränderung während eines diurnalen Zyklus  stattfindet, die Messungen 
sind allerdings mit erheblichen Fehlern behaftet. Für die Sucrosekonzentration sind im 
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Gegensatz dazu deutliche Veränderungen der Konzentration im Verlauf eines Tages zu 
beobachten. Die  Sucrosekonzentration  ist  zu Beginn des  Zyklus niedrig und  steigt  in 
Folge der Belichtung zunächst an. Nach einem schwachen Abfall bei 8 h erfolgt ein er‐
neuter  deutlicher Anstieg  auf  die maximale  Sucrosekonzentration. Dieses Maximum 
wird nach 14 h bis 16 h erreicht, zu einem Zeitpunkt, an dem die C4‐Pepc Transkription 
ihr Minimum erreicht. Im Verlauf der 8stündigen Nacht fällt die Sucrosekonzentration 
auf den Ausgangswert ab, während die Transkription unverändert bleibt. Zusammen‐
gefasst  scheint eine Antikorrelation  zwischen der Sucrosekonzentration  im Blatt und 
der C4‐Pepc‐Transkription zu bestehen. Um zu untersuchen, ob es sich bei der Sucrose‐
konzentration um den endogenen Faktor handelt, welcher die diurnale Rhythmik be‐
stimmt, wurde  im Folgenden die Sucrosekonzentration unter freilaufenden Bedingun‐
gen betrachtet.  In Abbildung 3.19 wurde die Transkription der Sucrosekonzentration 
bei Dauerbelichtung der Pflanzen gegenübergestellt. 
 
 
Abbildung 3.19: Vergleichende Darstellung zwischen der C4‐Pepc Transkription und der Sucrosekonzentration im 
Maisblatt unter Dauerbelichtung. 
Dargestellt  ist die Sucrosekonzentration  im Maisblatt verglichen mit der C4‐Pepc hnRNA‐Abundanz unter Dauerbe‐
lichtung. Die schwarze Linie gibt die entsprechende Zuckerkonzentration und die graue Linie die hnRNA‐Abundanz 
von C4‐Pepc wieder. Die Pflanzen wurden zunächst unter einer Tag/Nacht‐Rhythmik mit 16 h Licht und 8 h Dunkel‐
heit angezogen. Die Betrachtung beginnt mit dem Zeitpunkt 0 h, dem letzten Zeitpunkt der Nacht vor Belichtungs‐
beginn. Nach 16 h Belichtung erfolgt in dieser Betrachtung kein Tag/Nacht‐Wechsel, stattdessen wurde die Belich‐
tung  für weitere  60 h  aufrechterhalten. Der Balken unterhalb des Diagramms  gibt  an  zu welchem  Zeitpunkt  im 
normalen Tag/Nacht‐Wechsel eine Veränderung der Belichtung erfolgen würde: weiß: normale Lichtperiode; grau: 
Zeitraum in dem unter Tag/Nacht‐Bedingung eine Dunkelperiode stattfinden würde. Die senkrechten Linien geben 
die Standardfehler von zwei unabhängigen biologischen Replikaten wieder. 
 
Die Sucrosekonzentration  in den Blättern unterliegt über den gesamten betrachteten 
Zeitraum der Dauerbelichtung Veränderungen. Die Amplitude dieser Veränderungen 
schwächt sich im Laufe der Zeit ab. Vergleicht man die Parameter Sucrosekonzentrati‐
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on und C4‐Pepc Transkription miteinander, ist lediglich bis zu dem Zeitpunkt 20 h eine 
gewisse Antikorrelation zu beobachten. Im weiteren betrachteten Zeitraum  ist nur an 
einzelnen Zeitpunkten eine gewisse Antikorrelation zu erkennen. 
Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse besteht weiterhin die Möglichkeit, dass die blatt‐
interne  Sucrosekonzentration  die  diurnale  Rhythmik  der  C4‐Pepc  Expression  beein‐
flusst. Es scheint  jedoch weitere endogene Faktoren zu geben, welche einen Einfluss 
auf die diurnale Expression haben.   
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3.2 Teil II – Erweiterung der Betrachtung auf C4‐Ppdk und C4‐Me 
Eines der Ziele dieser Arbeit ist es, die Erkenntnisse zur Signalintegration auf Chroma‐
tinebene über C4‐Pepc hinaus  zu erweitern. Aufgrund der Tatsache, dass C4‐Pepc ein 
Enzym  der  C4‐Photosythese  ist,  ergab  sich  die Überlegung  andere Gene, welche  an 
diesem Stoffwechselweg beteiligt sind, zu untersuchen. Auf diesem Hintergrund bietet 
die Betrachtung der Pyruvat‐Pi‐Dikinase  (C4‐Ppdk) und des Malatenzyms  (C4‐Me) die 
Möglichkeit zu einer Entwicklung eines allgemeingültigen Modells der belichtungsab‐
hängigen Regulation auf Chromatinebene. 
 
3.2.1 Belichtungsabhängige Veränderungen der Promotoraktivität im Verhältnis zur 
Histonacetylierung 
Ein essentieller Stimulus, der neben C4‐Pepc auch die Expression von C4‐Ppdk und C4‐
Me reguliert, ist Licht. In Abbildung 3.20 ist die durch die Belichtung der Maispflanzen 
bedingte Erhöhung der Promotoraktivität dieser beiden Gene dargestellt. 
 
Abbildung 3.20: Regulation der C4‐Ppdk und C4‐Me Transkription durch Licht. 
Dargestellt ist der belichtungsabhängige Unterschied der C4‐Ppdk (A) und C4‐Me (B) Expression. Die belichtete Situa‐
tion stellen in diesem Fall 4 h belichtete Pflanzen im Tagesverlauf dar, während die unbelichtete Situation durch re‐
etiolierte  Pflanzen  repräsentiert wird. Die  senkrechten  Linien  geben  den  Standardfehler  von  vier  unabhängigen 
biologischen Replikaten wieder. 
 
Aufgrund des deutlichen Unterschieds der Promotoraktivität wurde analysiert  inwie‐
fern  sich  dieser  auf  der  Ebene  der Histonacetylierung widerspiegelt. Hierzu wurden 
sowohl für C4‐Ppdk als auch für C4‐Me jeweils eine proximale und eine distale Promo‐
torposition betrachtet. Die Ergebnisse dieser Analyse sind der Abbildung 3.21 zu ent‐
nehmen.  
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Abbildung 3.21: Histonacetylierung des C4‐Ppdk‐ und C4‐Me‐Promotors in Abhängigkeit von Belichtung. 
Dargestellt ist das Niveau der Acetylierung (Ac) von H3K9, H3K14, H3K18, H3K23, H3K27, H4K5 und H4K16 für eine 
proximale und eine distale Position der Promotoren von C4‐Ppdk  (‐760 bp und  ‐150 bp relativ zur TIS) und C4‐Me     
(‐1600 bp und  ‐240 bp  relativ zur TIS) unter Belichtung und  in Dunkelheit. Die belichtetet Situation  ist durch 4 h 
belichtete Pflanzen  im Tagesverlauf  repräsentiert, während die unbelichtete  Situation  in  Form  von  re‐etiolierten 
Pflanzen  dargestellt  ist.  Zusätzlich  ist  die Nukleosomendichte  (H3C)  dieser  Bereiche  dargestellt.  Es  erfolgte  eine 
Standardisierung auf den Actin‐1 Promotor. Die senkrechten Linien stellen den Standardfehler von vier unabhängi‐
gen biologischen Replikaten dar. 
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Für die Acetylierung  von H3K9  ist  sowohl  für C4‐Ppdk als auch  für C4‐Me ein belich‐
tungsabhängiger Unterschied beider Promotorbereiche  zu erkennen. Betrachtet man 
die Acetylierung von H3K14, ist für die distalen Promotorbereiche dieser Gene kein mit 
der Belichtung  korrelierender Unterschied  festzustellen.  Im proximalen Promotorbe‐
reich ist jedoch sowohl für C4‐Ppdk als auch für C4‐Me eine stärkere Acetylierung in den 
re‐etiolierten Pflanzen detektierbar, als in solchen die belichtet wurden. Eine ähnliche 
Antikorrelation ist darüber hinaus auch für die Acetylierung von H3K18 in beiden Pro‐
motorbereichen zu beobachten. Während für die distalen Promotoren der betrachte‐
ten Gene  in der Acetylierung von H3K23, H3K27 und H4K5 ein belichtungsabhängiger 
Unterschied feststellbar  ist, zeigt  lediglich der proximale Promotor von C4‐Ppdk  in der 
Acetylierung  von H3K23  eine  belichtungsabhängige  Aufacetylierung.  Für H3K27  und 
H4K5  können weder  für C4‐Ppdk noch  für C4‐Me belichtungsabhängige Unterschiede 
im Aceytylierungsniveau des proximalen Promotors  festgestellt werden. Die Acetylie‐
rung von H4K16 zeigt mit Ausnahme des distalen Promotors von C4‐Ppdk keine Verän‐
derung  durch  eine  veränderte  Belichtung.  Betrachtet man  schließlich  die Nukleoso‐
mendichte der Promotoren,  ist zu erkennen, dass diese  in  re‐etiolierten Pflanzen  für 
den Promotor des C4‐Ppdk‐Gens höher ist als in belichteten Pflanzen. Die betrachteten 
Promotorbereiche  des  C4‐Me‐Gens  zeigen  im Gegensatz  dazu  keine  Veränderungen 
der Nukleosomenverteilung für die hier untersuchten Situationen. 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass nur für die Acetylierung von H3K9 in bei‐
den Promotorbereichen eine lichtabhängige Korrelation zu beobachten ist, die in etwa 
der von C4‐Pepc entspricht (Abbildung 3.12). Alle anderen Modifikationen zeigen ent‐
weder  im proximalen oder  im distalen Promotorbereich Unterschiede  zwischen den 
hier betrachteten Genen und C4‐Pepc. Dabei  ist besonders auffällig, dass  für C4‐Ppdk 
und C4‐Me die Acetylierung des proximalen Promotors erstaunlich stabil und unabhän‐
gig von der Belichtung bzw. der Transkriptionsaktivität ist.  
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3.2.2 Diurnale Veränderung der Promotoraktivität und Histonacetylierung von C4‐
Ppdk und C4‐Me 
Zur weiteren Untersuchung wurde analysiert inwieweit es bei diesen beiden Genen im 
Verlaufe eines Tages zu Veränderungen der Promotoraktivität sowie der Histonacety‐
lierung kommt. In die Analyse der Histonmodifikationen wurde zum einen die Acetylie‐
rung von H3K9 einbezogen, da diese in ihrem Muster deutliche Gemeinsamkeiten zwi‐
schen C4‐Ppdk, C4‐Me und C4‐Pepc aufweist. Zum anderen wurden auch die Acetylie‐
rung von H4K5 mit  in die Betrachtung aufgenommen, da die bis zu diesem Zeitpunkt 
beobachteten Unterschiede zu C4‐Pepc näher untersucht werden sollten. 
Betrachtet man zunächst die Veränderungen  innerhalb eines diurnalen Zyklus  für C4‐
Ppdk auf der Ebene der Transkription  (Abbildung 3.22 A),  ist zu erkennen, dass diese 
ein Maximum am letzten Zeitpunkt der Nacht (0 h und 24 h) zeigt. Im Verlauf der Be‐
lichtungsperiode  findet ein Abfall der hnRNA‐Abundanz statt, die nach 10 h  ihr Mini‐
mum erreicht. Bis 20 h bleibt das Transkriptionsniveau nahezu unverändert und steigt 
letztendlich  im Dunkeln  rasch wieder auf den Ausgangswert an. Für die Acetylierung 
des distalen Promotors  ist ersichtlich, dass es erst 4 h bis 8 h nachdem es  zu einem 
Abfall der Transkription gekommen  ist auch zu einem Abfall der Acetylierung kommt 
(Abbildung 3.22 B). Das Acetylierungsminimum wird zwischen 10 h und 16 h erreicht. 
Im Anschluss  erfolgt  ein Anstieg  der Acetylierung,  der  zeitlich  vor  der  Transkription 
erfolgt. Für die Acetylierung von H4K5 erfolgt dieser Anstieg noch während der Belich‐
tungsperiode. Die Acetylierung des proximalen Promotors von C4‐Ppdk zeigt im Tages‐
verlauf eine  kleinere Amplitude als die des distalen Promotors. Hierbei  kann  für die 
Acetylierung von H3K9 ein ähnlicher Verlauf festgestellt werden wie auch am distalen 
Promotor. Die H4K5 Acetylierung zeigt am proximalen Promotor von C4‐Ppdk  im Ver‐
lauf eines Tags zwei Maxima, bei 8 h und 20 h. Darüber hinaus fällt auf, dass die Ver‐
änderungen der Acetylierung von H4K5 im Tagesverlauf auf einem niedrigeren Niveau 
stattfinden als die re‐etiolierter Pflanzen. 
Für die Acetylierung des distalen Promotors sowie die H3K9 Acetylierung des proxima‐
len Promotors von C4‐Ppdk bleibt festzuhalten, dass bei der Inaktivierung zu Beginn der 
Belichtungsperiode der Abfall der Promotoraktivität vor dem der Acetylierung erfolgt, 
während der Anstieg der Acetylierung am Ende eines Tageszyklus vor dem der Trans‐
kription erfolgt. Für die H4K5 Acetylierung des proximalen Promotors kann keine Kor‐
relation zur Transkription hergestellt werden.  
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Abbildung 3.22: Diurnaler Verlauf der Histonacetylierung sowie der Promotoraktivität des C4‐Ppdk‐Promotors. 
Dargestellt sind die diurnalen Veränderungen der Transkription  in hnRNA (A) sowie der Histonacetylierung (B) von 
H3K9 (H3K9Ac) und H4K5 (H4K5Ac) im proximalen (‐150 bp relativ zur TIS) und im distalen (‐760 bp relativ zur TIS) 
C4‐Ppdk‐Promotor.  Es  erfolgte  eine  Standardisierung  auf  den Actin‐1  Promotor  bzw.  auf  die mRNA  von Actin‐1. 
Unterhalb der Diagramme ist in Form eines Balkens der Belichtungszustand dargestellt. Der weiße Balken symboli‐
siert hierbei Belichtung und der schwarze Dunkelheit. Die 16stündige Belichtungsperiode beginnt mit dem Zeitpunkt 
0 h. An diese Belichtungsphase schließt sich eine 8stündige Dunkelperiode (Nacht) an. Für die Zeitpunkte 0 h und 
24 h wurden dieselben Daten verwendet. Die in die Diagramme eingezeichnete rote Linie gibt das Transkriptionsni‐
veau bzw. Histonacetylierungsniveau re‐etiolierter Pflanzen an. Die senkrechten Linien geben generell die Standard‐
fehler von mindestens vier unabhängigen biologischen Replikaten wieder, lediglich für die Zeitpunkte 10 h und 14 h 
beruhen die Daten auf zwei unabhängigen biologischen Replikaten. 
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Betrachtet man die Veränderungen der Promotoraktivität von C4‐Me  im Verlauf eines 
diurnalen Zyklus (Abbildung 3.23 A), ist zu sehen, dass ähnlich wie bei C4‐Ppdk der letz‐
te Zeitpunkt der Nacht das Maximum darstellt. Im weiteren Verlauf fällt die Transkrip‐
tion auf ihr Minimum, welches nach 10 h erreicht wird, ab. Bis 20 h findet im Anschluss 
eine leichte Transkriptionssteigerung statt. Durch einen starken Anstieg der Promotor‐
aktivität zwischen 20 h und 24 h wird ein Zyklus beendet. Die Acetylierung des C4‐Me‐
Promotors  im  Tagesverlauf  von H3K9  und H4K5  sowie  des  proximalen  und  distalen 
Bereichs weisen untereinander nur wenige Gemeinsamkeiten auf  (Abbildung 3.23 B). 
Für die Acetylierung von H3K9 im distalen Promotor kann zu Beginn der Belichtungspe‐
riode  ein  Anstieg  des  Niveaus  nachgewiesen werden.  Nach  Erreichen  des  Acetylie‐
rungsmaximums bei 4 h fällt die Acetylierung bis 16 h ab und steigt letztendlich wieder 
auf den Ausgangspunkt an. Aufgrund des großen Fehlers der Messwerte bei 10 h  ist 
eine Beschreibung dieser Acetylierung für den proximalen Promotor nur bedingt mög‐
lich. Es ist jedoch zu erkennen, dass bei 4 h und 10 h bis 14 h ein Maximum der Acety‐
lierung von H3K9 im proximalen Promotor besteht. Für die H4K5 Acetylierung des pro‐
ximalen Promotors ist klar zu sehen, dass es zu keinen wesentlichen Veränderungen im 
Tagesverlauf kommt. Das Niveau der Acetylierung liegt hierbei in einem ähnlichen Be‐
reich  wie  das  re‐etiolierter  Pflanzen.  Die  H4K5  Acetylierung  des  distalen  C4‐Me‐
Promotors weist jedoch zwei Maxima bei 4 h und 20 h auf. 
Insgesamt kann für die Histonacetylierung von H3K9 und H4K5 an C4‐Me im Tagesver‐
lauf nur  schwer eine Korrelation  zum Verlauf der Promotoraktivität hergestellt wer‐
den. Für C4‐Ppdk  ist es beim Vergleich der Promotoraktivität und der Histonacetylie‐
rung  zumindest  im  distalen  Promotor möglich,  gewisse  Korrelationen  herzustellen. 
Festzuhalten bleibt zudem, dass es für diese beiden Gene unter Belichtung  im Tages‐
verlauf zu einem sehr drastischen Abfall der Transkription kommt, obwohl diese Gene 
stark licht‐induziert sind (siehe Abbildung 3.20).  
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Abbildung 3.23: Diurnaler Verlauf der Histonacetylierung sowie der Promotoraktivität des C4‐Me‐Promotors. 
Dargestellt sind die diurnalen Veränderungen der Transkription  in hnRNA (A) sowie der Histonacetylierung (B) von 
H3K9 (H3K9Ac) und H4K5 (H4K5Ac) im proximalen (‐240 bp relativ zur TIS) und im distalen (‐1600 bp relativ zur TIS) 
C4‐Me‐Promotor. Es erfolgte eine Standardisierung auf den Actin‐1 Promotor bzw. auf die mRNA von Actin‐1. Un‐
terhalb der Diagramme ist in Form eines Balkens der Belichtungszustand dargestellt. Der weiße Balken symbolisiert 
hierbei Belichtung und der schwarze Dunkelheit. Die 16stündige Belichtungsperiode beginnt mit dem Zeitpunkt 0 h. 
An diese Belichtungsphase schließt sich eine 8stündige Dunkelperiode (Nacht) an. Für die Zeitpunkte 0 h und 24 h 
wurden dieselben Daten verwendet. Die in die Diagramme eingezeichnete rote Linie gibt das Transkriptionsniveau 
bzw. Histonacetylierungsniveau re‐etiolierter Pflanzen an. Die senkrechten Linien geben generell die Standardfehler 
von mindestens vier unabhängigen biologischen Replikaten wieder, lediglich für die Zeitpunkte 10 h und 14 h beru‐
hen die Daten auf zwei unabhängigen biologischen Replikaten. 
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3.2.3 Veränderungen  der  Promotoraktivität  und Histonacetylierung  unter  freilau‐
fenden Bedingungen 
Aufgrund der vorhandenen diurnalen Rhythmik der Promotoraktivität  sowie der His‐
tonacetylierung in bestimmten Bereichen des C4‐Ppdk und C4‐Me Promotors wurde im 
Weiteren  auch  das Verhalten  dieser  Promotoren  unter Dauerbelichtung  untersucht. 
Wie  schon bei der Betrachtung von C4‐Pepc  (3.1.4)  soll diese Analyse  zeigen, ob die 
Veränderungen  in  Art  und  Ausprägung  durch  den Wegfall  des  Tag/Nacht‐Wechsels 
aufrechterhalten bleiben.  
Durch  die  Analyse  der  schon  für  C4‐Pepc  betrachteten  Transkriptionsproben  unter 
Dauerbelichtung (Abbildung 3.16) konnte festgestellt werden, dass sowohl C4‐Ppdk als 
auch C4‐Me unter diesen Bedingungen eine ähnliche Rhythmik zeigen wie C4‐Pepc (sie‐
he 4.2.2), obwohl sie sich  im normalen Tag/Nacht‐Wechsel anders verhalten. Auf die‐
sem Hintergrund wurde das Histonacetylierungsverhalten unter  freilaufenden Bedin‐
gungen untersucht. Zur besseren Vergleichbarkeit mit C4‐Pepc wurden dieselben Zeit‐
punkte untersucht,  auch wenn die  Zeitpunkte 4 h und 16 h  (entsprechen denen  im 
diurnalen Verlauf) vor allem für C4‐Me nicht die transkriptionellen Extreme darstellen.  
Der Abbildung 3.24 sind die Ergebnisse unter Dauerbelichtung für C4‐Ppdk zu entneh‐
men. Vergleicht man die Daten der Promotoraktivität und der Acetylierung von H3K9, 
ist für den distalen Promotor klar und für den proximalen Promotor schwach zu erken‐
nen, dass der erste Zyklus der Dauerbelichtung (16 h bis 36 h) eine Korrelation dieser 
Parameter  zeigen. Für den  zweiten  freilaufenden Zyklus  (36 h bis 56 h)  ist ebenfalls 
eine  Korrelation  zu  erkennen,  jedoch  schwächt  sich  die Amplitude  der Acetylierung 
deutlich ab, während die der Transkription weitesgehend erhalten bleibt. Die Acetylie‐
rung von H4K5 weist sowohl  im ersten wie auch  im zweiten freilaufenden Zyklus eine 
Korrelation mit der Transkription auf. Allerdings entspricht die Ausprägung der Ampli‐
tude nicht der maximal möglichen (vgl. Abbildung 3.22). Im Gegensatz zur H3K9 Acety‐
lierung schwächt sich die Amplitude bereits im ersten freilaufenden Zyklus deutlich ab. 
Trotz der  im diurnalen Verlauf nur  sehr  schwach  feststellbaren Korrelation  zwischen 
Promotoraktivität  und  Histonacetylierung,  ist  unter  freilaufenden  Bedingungen  eine 
deutliche Korrelation zu erkennen. 
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Abbildung 3.24: C4‐Ppdk Promotoraktivität und Histonacetylierung unter freilaufenden Bedingungen. 
Dargestellt  ist die Histonacetylierung  (B) von H4K5 und H3K9  im proximalen  (‐150 bp relativ zur TIS) und distalen     
(‐760 bp relativ zur TIS) Promotor von C4‐Ppdk sowie dessen Aktivität (A). Es erfolgte eine Standardisierung auf den 
Actin‐1 Promotor bzw. auf die mRNA von Actin‐1. Die Pflanzen wurden zunächst unter einer Tag/Nacht‐Rhythmik 
mit 16 h Licht und 8 h Dunkelheit angezogen. Die Betrachtung beginnt mit dem Zeitpunkt 0 h, dem letzten Zeitpunkt 
der Nacht vor Belichtungsbeginn. Nach 16 h Belichtung erfolgt in dieser Betrachtung kein Tag/Nacht‐Wechsel, statt‐
dessen wurde die Belichtung  für weitere 60 h aufrechterhalten. Der Balken unterhalb des Diagramms gibt an  zu 
welchem Zeitpunkt  im normalen Tag/Nacht‐Wechsel eine Veränderung der Belichtung erfolgen würde: weiß: nor‐
male Lichtperiode; grau: Zeitraum  in dem unter Tag/Nacht‐Bedingung eine Dunkelperiode stattfinden würde. Die 
senkrechten Linien geben die Standardfehler von vier unabhängigen biologischen Replikaten wieder. 
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Bei  der  Betrachtung  des  C4‐Me‐Promotors  unter  freilaufenden  Bedingungen 
(Abbildung 3.25) ist darauf zu achten, dass die Zeitpunkte 4 h und 16 h der Transkripti‐
on nicht das Maximum und das Minimum  im Tagesverlauf wiederspiegeln  (siehe Ab‐
bildung 3.22 A). Diese Zeitpunkte wurden  lediglich zur besseren Vergleichbarkeit zwi‐
schen den hier betrachteten C4‐Photosynthesegenen gewählt. 
Bei der Analyse der Transkription unter Dauerlicht (16 h bis 56 h)  ist wie schon zuvor 
erwähnt  zu erkennen, dass  sie einen  ähnlichen Verlauf  zeigt wie bei C4‐Pepc  (3.1.4) 
und C4‐Ppdk (Abbildung 3.24). Erweitert man diese Betrachtung auf die Histonacetylie‐
rung zeigt sich, dass hier ebenfalls deutliche Parallelen bestehen. Sowohl für die Acety‐
lierung von H4K5 als auch die von H3K9  ist  im distalen und proximalen Promotorbe‐
reich eine Korrelation zur Transkription feststellbar. Für die Acetylierung von H3K9  ist 
ähnlich wie bei C4‐Ppdk auch hier zu erkennen, dass die Amplitude des ersten freilau‐
fenden  Zyklus maximal  ist, während  für den  zweiten  freilaufenden  Zyklus wiederum 
eine deutliche Abschwächung der Amplitude feststellbar ist. Auch für die Acetylierung 
von H4K5  ist  eine  deutliche  Korrelation  zur  Promotoraktivität  zu  beobachten. Aller‐
dings schwächt sich die Amplitude der H4K5 Acetylierung schon mit Beginn des ersten 
Dauerlichtzyklus deutlich ab, während für die Transkription weiterhin eine vollständig 
ausgeprägte Amplitude erhalten bleibt. 
Abschließend bleibt festzuhalten, dass sowohl die Promotoraktivität wie auch die His‐
tonacetylierung  des  C4‐Ppdk  und  C4‐Me‐Gens  unter  freilaufenden  Bedingungen  eine 
Rhythmik  aufweisen.  Diese  Rhythmik  unterscheidet  sich  drastisch  vom  Verlauf  im 
Tag/Nacht‐Wechsel. 
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Abbildung 3.25: C4‐Me Promotoraktivität und Histonacetylierung unter freilaufenden Bedingungen. 
Dargestellt  ist die Histonacetylierung  (B) von H4K5 und H3K9  im proximalen  (‐240 bp relativ zur TIS) und distalen     
(‐1600 bp relativ zur TIS) Promotor von C4‐Me sowie dessen Aktivität (A). Es erfolgte eine Standardisierung auf den 
Actin‐1 Promotor bzw. auf die mRNA von Actin‐1. Die Pflanzen wurden zunächst unter einer Tag/Nacht‐Rhythmik 
mit 16 h Licht und 8 h Dunkelheit angezogen. Die Betrachtung beginnt mit dem Zeitpunkt 0 h, dem letzten Zeitpunkt 
der Nacht vor Belichtungsbeginn. Nach 16 h Belichtung erfolgt in dieser Betrachtung kein Tag/Nacht‐Wechsel, statt‐
dessen wurde die Belichtung  für weitere 60 h aufrechterhalten. Der Balken unterhalb des Diagramms gibt an  zu 
welchem Zeitpunkt  im normalen Tag/Nacht‐Wechsel eine Veränderung der Belichtung erfolgen würde: weiß: nor‐
male Lichtperiode; grau: Zeitraum  in dem unter Tag/Nacht‐Bedingung eine Dunkelperiode stattfinden würde. Die 
senkrechten Linien geben die Standardfehler von vier unabhängigen biologischen Replikaten wieder. 
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3.3 Teil III – Identifizierung von C4‐Pepc analog regulierten Genen 
Der vorherige Abschnitt 3.2 beschäftigte sich mit der Erweiterung des Modells zur Sig‐
nalintegration  auf  Chromatinebene  von  C4‐Pepc  auf weitere  C4‐Photosynthesegene. 
Hierbei wurden nur  teilweise Übereinstimmungen beobachtet. Daher sollten weitere 
Gene gesucht werden, die eine transkriptionelle Koregulation mit C4‐Pepc zeigen, um 
das in Abschnitt 1.3 vorgestellte Modell zu erweitern. In diese mit Hilfe der Microarray‐
Technologie durchgeführte Analyse wurden der exogene Reiz Licht sowie die endoge‐
nen Stimuli Stickstoffverfügbarkeit und Zuckervorkommen einbezogen. Abbildung 3.26 
gibt wieder wie diese Reize die Expression von C4‐Pepc beeinflussen. 
 
Abbildung 3.26: Schematische Übersicht der C4‐Pepc Regulation. 
Die Transkription von C4‐Pepc wird durch Stickstoffmangel sowie durch das Vorhanden sein von Zuckern reprimiert, 
während Licht die Expression induziert. 
 
Zur Herstellung einer Zuckerrepression wurden Maispflanzen mit dem Glucoseanalo‐
gon  2‐Desoxyglucose  (DOG)  behandelt. Dieses Analogon  kann  von  der  Pflanze  nicht 
verstoffwechselt werden,  führt  jedoch  trotzdem  zu einer Repression der C4‐Pepc Ex‐
pression. Um einen Stickstoffmangel hervorzurufen wurden die Pflanzen abgeschnitten 
und ohne Zeatin (Z) und Kaliumnitrat (K)  inkubiert. Durch das Abschneiden der Pflan‐
zen wird verhindert, dass die Stickstoffverfügbarkeit von der Wurzel in das Blatt mittels 
Zeatin  transduziert werden  kann.  Unterlässt man  bei  abgeschnittenen  Pflanzen  die 
exogene Zugabe von Zeatin, wird die Expression von Genen  reprimiert, deren Trans‐
kription  an  die  Stickstoffverfügbarkeit  gekoppelt  ist  (siehe  1.2.2.4).  Die  Herstellung 
dieser  Blattproben  erfolgte  durch  Sascha  Offermann  (im  Institut  für  Biologie  I  der 
RWTH‐Aachen) und wurden bereits zur Analyse des Verhaltens von C4‐Pepc verwendet 
(Offermann et al., 2008). Für die Betrachtung des Lichteinfluss wurden die im Rahmen 
der  vorliegenden  Arbeit  generierten  Proben  re‐etiolierter  Pflanzen  (‐L)  sowie  von 
Pflanzen, welche 8 h  im Tagesverlauf (+L) belichtet wurden, verwendet. Es wurde der 
Zeitpunkt  8  h  gewählt,  da  es  sich  hierbei  um  den  Erntezeitpunkt  der  Versuche  zur   
Zuckerrepression und zum Stickstoffmangel handelt. Folglich ermöglicht dieses Vorge‐
hen eine möglichst große Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen Behandlungen. Die 
nachstehende Tabelle (Tabelle 3.1) gibt eine Übersicht darüber, welcher der betrachte‐
ten Quotienten ein Maß für welche Repression darstellt. 
 
C4‐Pepc
N‐Mangel
Zucker Licht
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Tabelle 3.1: Übersicht über die betrachteten Quotienten sowie ihrer Bedeutung. 
Betrachteter Quotient…  Maß für die Repression durch…
‐ZK/+ZK  Stickstoffmangel 
+DOG/‐DOG  Zucker 
‐L/+L  Dunkelheit 
‐ZK:  ohne  Zeatin  und  Kaliumnitrat;  +ZK:  mit  5  µM  Zeatin  und  16  mM  Kaliumnitrat;  +DOG:  mit  12,5  mM  2‐
Desoxyglucose sowie 5 µM Zeatin und 16 mM Kaliumnitrat: ‐DOG: mit 5 µM Zeatin und 16 mM Kaliumnitrat 
 
Die zur Analyse auf dem Affymetrix „Maize Genome Array“ verwendeten RNA‐Proben 
wurden wie unter 2.2.3.4.2 und 2.2.6 beschrieben hergestellt und  im Anschluss  von 
dem „Kompetenzzentrum Fluoreszente Bioanalytik“  in Regensburg weiter behandelt. 
Die auf diese Weise erhaltenen Daten dreier unabhängiger biologischer Replikate wur‐
den zunächst mittels der statistischen „Sprache“ „R“ (Ihaka und Gentleman, 1996)  im 
Programm  „Bioconductor“  (Gentleman  et  al.,  2004)  hinsichtlich  ihrer Qualität  über‐
prüft.  Die  Betrachtung  der  „perfect match“  Intensitäten  der  einzelnen  Hybridisier‐
ungen, wie auch der RNA‐Degrationskurven und der „boxplots“ der Rohsignalintensitä‐
ten, wiesen für alle durchgeführten Hybridisierungen eine zufriedenstellende und ver‐
gleichbare Qualität auf (Daten nicht gezeigt).  
Zur weiteren Validierung wurde zunächst überprüft,  inwiefern die mittels Microarray‐
Technologie erhaltenen Daten für C4‐Pepc mit denen übereinstimmen, welche mittels 
qPCR erhalten wurden  (Abbildung 3.27). Die qPCR‐ und Microarray‐Analysen wurden 
mit RNAs aus  identischen Blattproben durchgeführt. Die Auswertung der Arraydaten 
erfolgte mittels des MAS5‐Algorithmus (Qin et al., 2006). Für die Darstellung des Ver‐
gleiches wurden die in Tabelle 3.1 beschriebenen Quotienten verwendet. 
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Abbildung 3.27: Vergleichende Betrachtung von Microarray‐ und qPCR‐Daten für C4‐Pepc. 
Dargestellt  ist die relative Expression der Verhältnisse  ‐Licht/+Licht (‐L/+L),  ‐Stickstoff/+Stickstoff (‐Z/+Z) sowie +2‐
Desoxyglucose/‐2‐Desoxyglucose (+DOG/‐DOG) für die auf dem Microarray vorhandenen Oligos und die durch qPCR 
erhaltenen Daten für die C4‐Pepc mRNA. Die Daten des Microarrays basieren auf einer MAS5‐Auswertung. Die senk‐
rechten Linien geben den Standardfehler dreier unabhängiger biologischer Replikate wieder. 
 
Die Abbildung gibt neben den Veränderungen, welche mittels zweier unterschiedlicher 
Oligos über das Microarray bestimmt wurden, auch die durch qPCR erhaltenen Ände‐
rungen der mRNA‐Akkumulation wieder. Bei dieser Betrachtung  ist klar zu erkennen, 
dass zwischen den beiden Methoden  lediglich ein geringer Unterschied besteht. Dies 
kann als weiteres  Indiz dafür gewertet werden, dass die Qualität der durchgeführten 
Hybridisierungen gut und vergleichbar ist. 
Um diese Tatsache weiter zu erhärten, wurden weitere willkürlich ausgewählte trans‐
kribierte  Loci hinsichtlich der Vergleichbarkeit  zwischen Microarray und qPCR  analy‐
siert. Die vergleichende Darstellung ist Abbildung 3.28 zu entnehmen. Die Niveaus und 
Standardfehler der einzelnen Genexpressionsveränderungen entsprechen sich bei den 
Methoden  für nahezu alle betrachteten Gene,  sowohl was die Art der Reaktion  (Re‐
pression oder Induktion) als auch ihrer Intensität betrifft. Lediglich die Gene ZmTIR4‐1, 
hb, tub7 und WPK1 weisen in jeweils einem der betrachteten Quotienten geringe Ab‐
weichungen  auf.  Trotz  dieser  Einschränkung  ermöglichen  diese  Daten  die  Aussage, 
dass  die  aus  den  durchgeführten Microarrays  erhaltenen Daten  dazu  geeignet  sind, 
Gene zu identifizieren, welche auf ähnliche Weise reguliert sind wie C4‐Pepc. 
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Abbildung 3.28: Vergleichende Darstellung zwischen Microarray und qPCR. 
Dargestellt  ist die relative Expression der Verhältnisse  ‐Licht/+Licht (‐L/+L),  ‐Stickstoff/+Stickstoff (‐Z/+Z) sowie +2‐
Desoxyglucose/‐2‐Desoxyglucose  (+DOG/‐DOG)  für  die  auf  dem Micoarray  (schwarze  Säule)  vorhandenen Oligos 
und  die  durch  qPCR  (graue  Säule)  erhaltenen  Daten.  Die  Daten  des  Microarrays  basieren  auf  einer  MAS5‐
Auswertung. Die Abkürzungen der Gennamen sind in Tabelle 2.8 erläutert. Die rote Linie kennzeichnet das Niveau, 
auf dem weder eine Repression noch eine Induktion stattfindet. Die senkrechten Linien geben den Standardfehler 
dreier unabhängiger biologischer Replikate wieder. 
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Zur weiteren  Analyse wurde  im  Folgenden  betrachtet, wie  viele  der  auf  dem  Array 
vorhandenen  Gene  auf  einen  oder  mehrere  der  betrachteten  Stimuli  reagieren 
(Abbildung 3.29 A). Hierbei wird die Art der Reaktion nicht unterschieden  (Induktion 
oder Repression). Darüber hinaus wurde untersucht, wie viele Gene auf dieselbe Art 
und Weise reagieren wie C4‐Pepc (Abbildung 3.29 B). Die Grundlage dieser Betrachtung 
stellt ein gepaarter zweiseitiger t‐Test der MAS5‐Daten dar. Als Signifikanzniveau wur‐
de ein Wert von 0,05 gewählt. Insgesamt zeigen 6077 Oligos eine lichtabhängige, 1936 
Oligos eine  stickstoffbedingte und 1448 Oligos eine  zuckervermittelte Reaktion. Von 
den 1936 Oligos welche eine  stickstoffbedingte Veränderung angeben,  zeigen 44,1% 
auch eine lichtabhängige und 13,7% eine zuckerbedingte Reaktion. Lediglich 6,4 % der 
Oligos, welche eine Veränderung aufgrund der  Stickstoffverfügbarkeit  zeigen,  zeigen 
eine Veränderung in beiden zusätzlich betrachteten Parametern.  
 
Abbildung 3.29: Venn‐Diagramme. 
In (A) sind die Zahlen der Oligos angegeben, welche Unterschiede  im Bezug auf die angegebenen Faktoren zeigen 
(unabhängig von Induktion oder Repression). In (B) sind die Zahlen der Oligos angegeben, welche auf die analysier‐
ten Parameter in derselben Art reagieren wie C4‐Pepc. Die Grundlage dieser Betrachtung stellt ein gepaarter zwei‐
seitiger t‐Test der MAS5‐Daten dar. Als Signifikanzniveau wurde ein Wert von 0,05 gewählt. 
 
Betrachtet man  die Oligos, welche  für  die  untersuchten  Parameter  auf  dieselbe Art 
reagieren wie C4‐Pepc, ergibt sich, dass 2593 Oligos eine Lichtinduktion, 796 Oligos ein 
Repression  durch  Stickstoffmangel  und  790  Oligos  eine  Repression  aufgrund  von     
Zuckern  zeigen. Hierbei  zeigen 18% der Oligos, welche eine Represssion durch Stick‐
stoffmangel  zeigen,  auch  eine  Lichtinduktion  und  12,1%  der  Oligos  zusätzlich  eine   
Zuckerrepression.  Lediglich  für  2,9%  dieser Oligos  kann  ein Unterschied  für  alle  be‐
trachteten Parameter  festgestellt werden. Diese 2,9%  sind  in der  Tabelle 3.2  aufge‐
führt. Zusätzlich sind  im Anhang weitere Tabellen  (5.1) zu  finden, welche Oligos wie‐
dergeben,  die  auf  zwei  der  untersuchten  Stimuli  auf  dieselbe  Art  reagieren wie  C4‐
Pepc. 
Über die verwendete Methode ist es daher gelungen, eine Gruppe von Genen zu iden‐
tifizieren,  die  auf  die  verwendeten  Reize  die  gleichen  Reaktionsmuster wie  C4‐Pepc 
zeigen. Ein Vergleich der Histonmodifikationen ermöglicht in Zukunft eine erweiternde 
Betrachtung der Signalintegration auf Chromatinebene. 
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Tabelle 3.2: Gene, welche ähnlich reguliert sind wie C4‐Pepc. 
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Zm.10811.2.S1_at  Clone 12409 mRNA sequence  ‐‐‐  0,04  0,01  0,01  0,60  0,02  0,01  0,88  0,02  0,02  BM079148  ‐‐‐ 
Zm.507.1.A1_at 
phosphogluconate dehydroge‐
nase3 
pgd3  0,15  0,01  0,02  0,04  0,01  0,00  0,75  0,03  0,00  AY108628.1  ‐‐‐ 
Zm.16191.1.S1_at 
Transcribed locus, moderately 
similar to XP_506445.1 PRE‐
DICTED OJ1579_C03.2 gene 
product [Oryza sativa (japonica 
cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,15  0,02  0,00  0,46  0,09  0,03  0,80  0,02  0,03  BF727710  ‐‐‐ 
Zm.13478.1.S1_at  PCO084978 mRNA sequence  ‐‐‐  0,16  0,02  0,03  0,17  0,01  0,00  0,66  0,03  0,01  AW037215  ‐‐‐ 
Zm.14904.1.A1_at  PCO096361 mRNA sequence  ‐‐‐  0,17  0,02  0,01  0,27  0,04  0,04  0,58  0,05  0,05  CO521990  ‐‐‐ 
Zm.13263.1.A1_at  nitrite reductase  gpm108b  0,20  0,05  0,03  0,06  0,01  0,03  0,57  0,04  0,02  AY109418.1  ‐‐‐ 
Zm.3796.1.A1_at  PCO080986 mRNA sequence  ‐‐‐  0,20  0,12  0,01  0,67  0,04  0,04  0,67  0,04  0,02  BG836961  ‐‐‐ 
Zm.9896.1.A1_at  Transcribed locus  ‐‐‐  0,22  0,06  0,01  0,12  0,02  0,00  0,23  0,05  0,01  BM351279  ‐‐‐ 
Zm.12423.1.S1_at  PCO091928 mRNA sequence  ‐‐‐  0,23  0,03  0,01  0,12  0,07  0,03  0,25  0,08  0,01  AY105422.1  ‐‐‐ 
Zm.9358.1.A1_at  Transcribed locus  ‐‐‐  0,24  0,01  0,00  0,38  0,04  0,00  0,90  0,01  0,03  BM348583  ‐‐‐ 
Zm.131.1.A1_at 
siroheme uroporphyrinogen 
methyltransferase1 
sum1  0,28  0,03  0,03  0,03  0,01  0,00  0,56  0,05  0,02  D83391.1 
NM_0
01112
254 
Zm.10119.1.A1_at 
Transcribed locus, moderately 
similar to XP_507144.1 PRE‐
DICTED P0462E11.7 gene 
product [Oryza sativa (japonica 
cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,31  0,05  0,03  0,76  0,04  0,01  0,70  0,02  0,01  AW330816  ‐‐‐ 
ZmAffx.180.1.A1_at 
Transcribed locus, strongly 
similar to XP_548544.2 PRE‐
DICTED: similar to solute carrier 
family 15, member 4 [Canis 
familiaris] 
‐‐‐  0,33  0,04  0,02  0,28  0,05  0,00  0,81  0,02  0,02  AI668329  ‐‐‐ 
Zm.10840.1.S1_at  PCO114470 mRNA sequence  ‐‐‐  0,39  0,15  0,03  0,46  0,17  0,04  0,55  0,08  0,03  CF009749  ‐‐‐ 
Zm.325.1.A1_at  response regulator 6  RR6  0,42  0,02  0,00  0,07  0,03  0,00  0,66  0,01  0,00  AB042268.1 
NM_0
01111
387 
Zm.7501.1.S1_at  PCO124033 mRNA sequence  ‐‐‐  0,48  0,05  0,01  0,37  0,05  0,00  0,60  0,07  0,01  BM078707  ‐‐‐ 
Zm.18038.1.S1_at  PCO067123 mRNA sequence  ‐‐‐  0,58  0,03  0,02  0,82  0,02  0,01  0,79  0,05  0,05  CD219308  ‐‐‐ 
Zm.16107.1.S1_at  Transcribed locus  ‐‐‐  0,58  0,07  0,02  0,54  0,05  0,01  0,67  0,05  0,02  AI612310  ‐‐‐ 
Zm.9865.1.A1_at  PCO094430 mRNA sequence  ‐‐‐  0,62  0,02  0,00  0,82  0,04  0,05  0,95  0,01  0,04  CK826989  ‐‐‐ 
Zm.17550.1.A1_at  Transcribed locus  ‐‐‐  0,66  0,07  0,05  0,74  0,05  0,04  0,79  0,04  0,04  CK368201  ‐‐‐ 
Zm.4965.1.A1_at  PCO120907 mRNA sequence  ‐‐‐  0,66  0,03  0,01  0,92  0,01  0,02  0,75  0,02  0,01  CF018804  ‐‐‐ 
Zm.1903.1.S1_at  PCO117059 mRNA sequence  ‐‐‐  0,71  0,06  0,04  0,21  0,05  0,03  0,40  0,12  0,03  CD965960  ‐‐‐ 
Zm.7934.1.S1_at  PCO131259 mRNA sequence  ‐‐‐  0,74  0,02  0,00  0,79  0,04  0,04  0,75  0,05  0,03  BM080498  ‐‐‐ 
MW: Mittelwert; SF: Standardfehler; t‐Test gepaart und zweiseitig p=0,05 
Diskussion    87 
4 Diskussion 
Das  in Abschnitt 1.3 beschriebene Modell  zur  Signalintegration  auf Chromatinebene 
basiert im Wesentlichen auf Analysen der C4‐spezifischen Isoform der Phosphoenolpy‐
ruvatcarboxylase  (C4‐Pepc).  In  der  vorliegenden  Arbeit wurden  zunächst  die  Zusam‐
menhänge  zwischen Promotoraktivität und Histonacetylierung  für dieses Gen vertie‐
fend untersucht. Durch die gewonnenen Erkenntnisse konnte das Modell zur Signalin‐
tegration  erweitert  werden.  Darüber  hinaus  wurde  die  Betrachtung  auf  die  C4‐
spezifischen  Isoformen  von  der  Pyruvat‐Pi‐Dikinase  (C4‐Ppdk)  und  des Malatenzyms 
(C4‐Me) ausgedehnt. Abschließend wurde nach Genen gesucht, welche ein ähnliches 
Regulationsmuster  zeigen  wie  C4‐Pepc.  Im  Folgenden  werden  die  gewonnenen  Er‐
kenntnisse kritisch diskutiert und in Bezug zum aktuellen wissenschaftlichen Kenntnis‐
stand gesetzt.  
 
4.1 Promotoraktivität und Histonacetylierung des C4‐Pepc Promotors 
4.1.1 Reihenfolge der Ereignisse 
Das von Offermann et al. (2008) erarbeitete Modell zur Signalintegration auf Chroma‐
tinebene geht davon aus, dass Belichtung zu einer Acetylierung des Histons H3 an Posi‐
tion Lysin 9 sowie des Histons H4 an Position Lysin 5 auf dem C4‐Pepc Promotor führt. 
Nach einer mechanistisch noch unverstandenen Integration der Signale erfolgt die Ent‐
scheidung über die Transkriptionsstärke. Zur Verifizierung dieses Modells wurde unter‐
sucht, ob die  lichtvermittelte Histonacetylierung zeitlich vor der Aktivierung des Pro‐
motors erfolgt. Die  vergleichende Analyse der Abfolge der Ereignisse  (Abbildung 3.2 
und Abbildung 3.3) ermöglicht keine  zeitliche Trennung. Es konnte  jedoch eine klare 
Korrelation  zwischen  der  Promotoraktivität  und  der  Histonacetylierung  festgestellt 
werden. Hierbei war die belichtungsabhängige Steigerung der Acetylierung ausgepräg‐
ter als die der Transkription. Dies lässt sich als Hinweis auf einen zeitlichen Unterschied 
zwischen den Ereignisse werten. Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht, diesen Ver‐
suchsaufbau auch zur Analyse der Ereignisse an den Promotoren von C4‐Ppdk und C4‐
Me einzusetzen. Die transkriptionelle Analyse ergab  jedoch, dass der gewählte „Mini‐
mal‐Stimulus“ schon nach 0,5 h zu einer nahezu vollständigen Transkription führt (Da‐
ten nicht gezeigt). Dieser Anstieg der Transkriptionsrate korreliert mit einem Anstieg 
der Histonacetylierung. Folglich war es auch für diese Gene nicht möglich festzustellen, 
ob  die Histonacetylierung  der  Promotoraktivierung  vorausgeht.  In  anderen Organis‐
men wurden bereits ähnliche Analysen durchgeführt. Die Betrachtung des Phaseolin 
Promotors aus Erbse ergab, dass es  in der Vorbereitung zur Transkription  (vermittelt 
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durch den ersten Stimulus) zunächst zu einer Acetylierung von H3K9 und H4K12 sowie 
zu einer Dimethylierung von H4K20 kommt. Mit Beginn des Transkriptionsereignisses 
(vermittelt durch einen zweiten Stimulus) werden diese Modifikationen entfernt und 
es erfolgt eine Acetylierung von H3K14 und H4K5 sowie eine Trimethylierung von H3K4 
(Ng et al., 2006). Bei Analysen stressinduzierter Promotoren in Reis konnte im Gegen‐
satz dazu  festgestellt werden, dass die Acetylierung des Histons H3 nach der Promo‐
toraktivierung erfolgt und erst  in der späten  Induktionsphase Bedeutung hat (Tsuji et 
al., 2006). In diesen Studien wurde der Beginn der Transkription mittels Chromatinim‐
munopräzipitation bestimmt. Hierzu wurde ein Antikörper gegen die RNA Polymerase 
II eingesetzt. Durch dieses Vorgehen wird die zeitliche Abfolge mittels einer Methode 
und nicht wie  in der vorliegenden Arbeit mit zwei verschiedenen Methoden quantifi‐
ziert. Die Problematik in der Betrachtung durch zwei unterschiedliche Methoden könn‐
te  in einer unterschiedlichen Sensitivität  liegen. So besteht die Möglichkeit, dass eine 
der gewählten Methoden  schon geringe Veränderungen detektiert, während bei der 
anderen größere Veränderungen stattfinden müssen, um feststellbar zu sein. In weite‐
ren Untersuchungen sollte aus diesem Grund ebenfalls versucht werden, die Menge an 
RNA Pol  II am Promotor als Maß  für die Promotoraktivität  zu betrachten. Auch eine 
vergleichende Studie der Menge an RNA Pol  II und der hnRNA‐Abundanz könnte ziel‐
führend sein. Allerdings sind auch Untersuchungen bekannt, welche die Menge an RNA 
Pol II am Promotor zur Bestimmung der Promotoraktivität verwenden, in denen jedoch 
keine  zeitliche  Trennung  zwischen  den  Histonmodifikationen  und  der  Aktivität  des 
Promotors möglich war (Rybtsova et al., 2007). Hier wurde die Acetylierungssteigerung 
des Histons H4 zeitgleich mit der Rekrutierung der RNA Pol II beobachtet.  
Insgesamt  lässt der durchgeführte Versuch  zunächst keine Schlussfolgerung über die 
zeitliche Abfolge der Ereignisse  zu. Für die Zukunft besteht  jedoch unter Umständen 
die Möglichkeit mit einem vergleichbaren Versuchsaufbau, in dem die Bestimmung der 
Transkriptionsrate mittels Chromatinimmunopräziptiation und der Verwendung eines 
Antikörpers gegen die RNA Pol II erfolgt, die Abfolge der Ereignisse zu klären. 
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4.1.2 Bedeutung der Histondeacetylierung bei der Geninaktivierung 
Die Betrachtung der Abfolge der Ereignisse bei der Genaktivierung macht es bis zum 
jetzigen Zeitpunkt nicht möglich, ursächliche Zusammenhänge  zwischen Histonacety‐
lierung und Promotoraktivität herzustellen. Aus diesem Grund sollte durch die Analyse 
der Geninaktivierung versucht werden, Informationen über einen solchen ursächlichen 
Zusammenhang  zu  erhalten.  Das Niveau  der Histonacetylierung wird  durch  das  Zu‐
sammenspiel  von  Histonacetyltransferasen  (HATs)  und  Histondeacetylasen  (HDACs) 
bestimmt (siehe auch 1.1.4) und lässt sich durch den Einsatz eines HDAC‐Inhibitors wie 
Trichostatin A (TSA) steigern. Es konnte festgestellt werden, dass es im Tagesverlauf zu 
einem Abfall der C4‐Pepc Promotoraktivität kommt (Abbildung 3.4). Dieser Abfall kor‐
reliert mit einer Reduktion der Histonacetylierung von H3K9 und H4K5 im Promotorbe‐
reich  (Abbildung 3.5). Um die Bedeutung dieser Histondeacetylierung während einer 
Geninaktivierung zu untersuchen und festzustellen, ob es sich bei dieser um den ent‐
scheidenden  Faktor  für  die  Inaktivierung  der  Promotoraktivität  handelt, wurde  eine 
artifizielle Histonacetylierung herbeigeführt.  
Die Durchführung dieses Versuchs erforderte die Arbeit mit abgeschnittenen Pflanzen. 
Dies wiederum machte zunächst gewisse Optimierungen erforderlich. Durch zahlreiche 
Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass die Stickstoffverfügbarkeit durch das 
Phytohormon  Zeatin  von der Wurzel  in das Blatt  transduziert wird  (Sugiharto et  al., 
1992). Da die C4‐Pepc Expression stark an diese Stickstoffverfügbarkeit gekoppelt  ist, 
war es erforderlich, den abgeschnittenen Pflanzen Zeatin zuzuführen, um C4‐Pepc eine 
physiologische  Reaktion  auf  die  zugeführte  Chemikalie  zu  ermöglichen.  Für  C4‐Pepc 
konnte  festgestellt  werden,  dass  eine  Zeatin‐Konzentration  zwischen  0,5  µM  und 
0,05 µM  zu  einem  Transkriptionsabfall  im  Tagesverlauf  führt,  der  auch  bei  intakten 
Pflanzen beobachtet wird (Abbildung 3.6). Durch die Einbeziehung des response regu‐
lators  1  (Abbildung  3.7),  ein  primär  durch  die  Zeatin‐Konzentration  reguliertes Gen 
(Sakakibara et al., 1998), konnte dieser Befund bestätigt werden. Letztendlich wurde 
zur  Durchführung  des  Versuchs mit  abgeschnittenen  Pflanzen  im  Tagesverlauf  eine 
Zeatin‐Konzentration  von  0,275  µM  verwendet.  Diese  Konzentration  liegt  in  einem 
Bereich, der bereits in anderen Untersuchungen zur C4‐Pepc‐Expression ermittelt wur‐
de.  So  konnte  gezeigt  werden,  dass  eine  Zeatin‐Konzentration  zwischen  10  und 
0,01 µM dazu in der Lage ist, eine durch Stickstoffmangel herbeigeführte Repression zu 
verhindern  (Sugiharto et al., 1992). Die  in den Analysen von Offermann et al.  (2008) 
verwendete Zeatin‐Konzentration von 5 µM bewegt sich im Gegensatz zu der hier op‐
timierten  Konzentration  im  oberen  Bereich  des  Spektrums.  Die  Daten  sind  jedoch 
trotzdem  interpretierbar, da bei den Untersuchungen von Offermann et al. nicht ver‐
schiedene  Zeitpunkte miteinander  verglichen wurden,  sondern  unterschiedliche  Be‐
handlungen.   
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Nachdem eine Zeatin‐Konzentration bestimmt worden war, die C4‐Pepc in abgeschnit‐
tenen Pflanzen eine physiologische Reaktion auf exogen präsentierte Chemikalien er‐
möglicht, wurden die Pflanzen über den Verlauf eines Tages mit TSA behandelt. Durch 
die  vergleichende Analyse dieser mit unbehandelten Pflanzen  konnte bestätigt wer‐
den, dass die  TSA‐Behandlung die Histonacetylierung  von H4K5 und H3K9 über den 
gesamten Tag aufrechterhalten kann (Abbildung 3.9). Der Abfall der Promotoraktivität 
im Tagesverlauf wird durch diese artifizielle Histonacetylierung aber weder verhindert 
noch verlangsamt (Abbildung 3.8). Hieraus ergibt sich, dass die Deacetylierung  im Ta‐
gesverlauf nicht der allein bestimmende Faktor ist, der die Reduktion der Promotorak‐
tivität herbeiführt. Für die Pflanzen nach 4 h Belichtung kam es jedoch durch die TSA‐
Behandlung zu einem schwachen Anstieg der Promotoraktivität. Dies zeigt, dass eine 
unphysiologisch hohe Acetylierung unter gewissen Umständen eine gewisse Erhöhung 
der Transkriptionsrate erlaubt. Für die Pflanzen nach 14 h Belichtung ist im Gegensatz 
dazu  eine  deutlich  niedrigere  Expression  durch  die  TSA‐Behandlung  zu  beobachten 
(Abbildung 3.8 B). Insgesamt ergibt sich durch diesen Versuch ein sehr komplexes Bild 
für die Rolle der Histonacetylierung bei der Regulation des Transkriptionsstatus eines 
Gens. Einige Untersuchungen konnten inzwischen zeigen, dass die artifizielle Acetylie‐
rung von Genen nicht nur zu Genaktivierungen sondern in vielen Fällen auch zu Inakti‐
vierungen  führt  (Chang und Pikaard, 2005; Tai et al., 2005). Neben der ohne Zweifel 
häufig bestehenden positiven Korrelation  zwischen Acetylierung an den Histonen H3 
und H4 und der Promotoraktivität, konnte inzwischen auch der Deacetylierung an aktiv 
transkribierten  Genen  eine  wichtige  Rolle  nachgewissen  werden  (Shahbazian  und 
Grunstein, 2007). So ist an aktiv transkribierten Genen häufig zu beobachten, dass sich 
die Halbwertszeit der verschiedenen Histonacetylierungen deutlich verringert (1‐5 min. 
im Gegensatz zu 30‐60 min. (Waterborg, 2002)). Dieser schnelle Wechsel von Histon‐
acetylierung und Histondeacetylierung erfordert die Wirkung von HDACs. So konnte in 
Hefen  gezeigt  werden,  dass  Mutanten  mir  einem  Defekt  in  der  Histondeacetylase 
HOS2  eine  gestörte  Transkriptionsaktivierung  verbunden mit  der  Hyperacetylierung 
der Histone H3 und H4 aufweisen (Robyr et al., 2002; Wang et al., 2002). Im Bezug auf 
die hier erhaltenen Daten besteht die Möglichkeit, dass durch die TSA‐Behandlung die 
Histondeacetylasen so stark inhibiert wurden, dass lediglich ein hohes Acetylierungsni‐
veau erreicht wurde, jedoch kein Wechsel mehr zwischen Acetylierung und Deacetylie‐
rung möglich war. Dieser Wechsel könnte  jedoch  für eine  stabile Expression des C4‐
Pepc‐Gens wichtiger sein als das hohe Acetylierungsniveau. Ähnliches konnte  für das  
c‐fos und c‐jun Gen  in Mäusen beobachtet werden  (Hazzalin und Mahadevan, 2005). 
Hier  führte die Behandlung mit TSA  zwar  zu einer  schnellen Hyperacetylierung,  inhi‐
bierte jedoch die Transkription. Durch weitere Untersuchungen wurde das Modell auf‐
gestellt, dass die hohe Umsatzrate der Acetylierung an H3 Histonen, die an Lysin 4 me‐
thyliert sind, die eigentliche Voraussetzung für die Genaktivierung darstellt. Außerdem 
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besteht  bei  allen  artifiziellen  Betrachtungen  immer  die Möglichkeit  von  pleiotropen 
Effekten.  So  ist es möglich, dass nach 4 h Belichtung durch die  TSA‐Behandlung ein 
Aktivator aktiviert wurde, während eine  langfristige Behandlung zur Aktivierung eines 
Repressors der C4‐Pepc‐Expression führt (14 h Belichtung).  
Das hier durchgeführte Experiment bestätigt die beschriebene Komplexität des Gleich‐
gewichts  zwischen Histonacetylierung und Histondeacetylierung. Die Analyse des Ta‐
gesverlaufs  ergibt,  dass  ein  artifiziell  hohes Niveau  an Acetylierung  allein  nicht  aus‐
reicht, um die Geninaktivierung  von C4‐Pepc  im  Tagesverlauf  zu  verhindern. Die Be‐
trachtung bei 4 h Belichtung zeigt jedoch, dass unter gewissen Umständen eine trans‐
kriptionssteigernde Wirkung besteht. Allerdings zeigt die Betrachtung bei 14 h Belich‐
tung auch, dass eine gegenteilige Wirkung möglich ist.  
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4.1.3 Diurnale und circadiane Veränderungen 
Die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Analysen zur diurnalen und circadianen 
Rhythmik  C4‐spezifischer  Gene  ermöglichen  weitreichende  Aussagen  bezüglich  der 
Notwendigkeit  spezifischer Histonacetylierungen  für die  vollständige  Etablierung der 
Transkriptionsrate  sowie  der  Regulation  der  Histonacetylierung  und werden  in  den 
folgenden Abschnitten diskutiert.  
 
4.1.3.1 Licht  ist nicht der einzige Stimulus, der die Histonacetylierung des proxima‐
len Promotors bestimmt 
Es konnte eine deutliche diurnale Rhythmik der C4‐Pepc‐Promotoraktivität festgestellt 
werden  (Abbildung  3.10).  Für  die  mRNA  von  C4‐Pepc  wurde  eine  solche  diurnale 
Rhythmik bereits zuvor gezeigt (Thomas et al., 1990). In der vorliegenden Arbeit konn‐
te zudem festgestellt werden, dass die Veränderungen der mRNA mit einer zeitlichen 
Verzögerung von ca. 5 Stunden zu den Veränderungen der hnRNA und damit der Pro‐
motoraktivität ablaufen. Erste Untersuchungen in der Arbeitsgruppe ergaben zunächst, 
dass es zu keinerlei diurnalen Veränderungen kommt (Offermann et al., 2006). Durch 
nähere Analysen wurde  festgestellt,  dass  dieser Wiederspruch  vermutlich  durch  die 
Betrachtung  von Pflanzen unterschiedlichen Alters bzw.  verschiedener Entwicklungs‐
stadien  begründet  ist.  Es wurde  beobachtet, dass  „sehr  junge“  Pflanzen  noch  keine 
bzw.  keine  deutlich  ausgeprägte  diurnale  Rhythmik  zeigen  (Daten  nicht  gezeigt).      
Außerdem wurden in den vorangegangenen Analysen deutlich weniger Zeitpunkte des 
Tagesverlaufs betrachtet,  so dass die Möglichkeit besteht, dass  festgestellten Unter‐
schieden weniger Bedeutung zugemessen wurde. 
Durch die parallele Analyse der Acetylierung der Histone H3 und H4 konnte eine mit 
der Transkription korrelierende diurnale Veränderung  festgestellt werden  (Abbildung 
3.11 und Abbildung 3.12). Für die licht‐induzierten Modifikationen (H3K9, H4K5 sowie 
die zusätzlich in dieser Arbeit identifizierte H3K23 Acetylierung) besteht diese Korrela‐
tion über den gesamten Promotor sowie die kodierende Region, während sie  für die 
anderen Acetylierungen  lediglich  im distalen Promotor beobachtet werden kann. Die 
Transkriptionsrate sinkt  im Tagesverlauf um etwa 60%,  liegt aber noch deutlich über 
der niedrigsten beobachteten Transkriptionsrate in über lange Zeiträume verdunkelten 
Pflanzen (re‐etiolierte Pflanzen), bei denen nur etwa 5% der maximalen Promotorakti‐
vität zu beobachten  ist. Die Acetylierung sinkt dagegen  im Tagesverlauf ähnlich deut‐
lich ab, wie die  „langzeitverdunkelter“ Pflanzen. Dies  führt  zu dem  Schluss, dass ein 
hohes Acetylierungsniveau lediglich für die vollständige Etablierung der Transkriptions‐
rate notwendig  ist, nicht  jedoch für eine mittlere Promotoraktivität. Des Weiteren  ist 
eindeutig zu beobachten, dass sowohl der Acetylierungs‐ wie auch Transkriptionsabfall 
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unter Belichtung erfolgt, während  in der sich anschließenden Dunkelheit keine weite‐
ren Veränderungen eintreten. Durch den zweiten Punt kann das  in Abschnitt 1.3 be‐
schriebenen  Modell  zur  Signalintegration  auf  Chromatinebene  von  Offermann  und 
Danker entscheidend erweitert werden (Danker et al., 2008; Offermann et al., 2008). 
Bis zu diesem Zeitpunkt ging das Modell davon aus, dass Licht der einzige Stimulus ist, 
der  die Acetylierung  des  proximalen  Promotors  und  der  kodierenden Region  beein‐
flusst. Durch die hier festgestellte Deacetylierung noch während der Belichtungsperio‐
de  kann  dies  jedoch  ausgeschlossen werden.  Es  scheint  einen  Faktor  zu  geben,  der 
neben  der  lichtvermittelten  Repression  einer  HDAC  das  Acetylierungsniveau  beein‐
flusst. Darüber, wie  dieser  Faktor wirkt,  kann  zum  jetzigen  Zeitpunkt  nur  spekuliert 
werden.  Zum einen besteht die Möglichkeit, dass ein unabhängiges HAT/HDAC‐Paar 
durch  diesen  Faktor  reguliert wird  und  der  durch  Licht  herbeigeführten  Regulation 
entgegen wirkt. Zum anderen kann aber auch nicht ausgeschlossen werden, dass der 
Regulation der HDAC eine Form der Signalintegration vorgeschaltet  ist. D.h. bevor es 
zu einer Repression der HDAC kommt, wird das Signal Licht und der Faktor X miteinan‐
der „verrechnet“ und  infolge dieser  Integration kommt es  zur Entscheidung, ob eine 
Repression der HDAC stattfindet oder nicht.  
Aussagen darüber, ob diese Regulation vermutlich über eine HAT oder eine HDAC er‐
folgt,  lassen sich durch eine TSA‐Behandlung  im Tagesverlauf treffen  (Abbildung 3.9). 
Würde der Acetylierungsabfall im Tagesverlauf durch die Repression einer HAT herbei‐
geführt, so erwartet man, dass eine TSA‐Behandlung zwar zu einer Aufacetylierung der 
„natürlichen“ Niveaus  führt,  4  h  belichtete  Pflanzen  sollten  aber  trotzdem  noch  ein 
höheres Acetylierungsniveau haben als 14 h belichtete Pflanzen. Durch die Inhibierung 
der HDAC wird das Acetylierungsniveau zwar gesteigert, aber duch die endogene Re‐
pression der HAT im Tagesverlauf wäre das Niveau der Acetylierung nach 14 h Belich‐
tung  trotzdem niedriger  als nach 4 h Belichtung. Würde die Regulation  jedoch über 
eine HDAC erfolgen, erwartet man eine ähnlich hohe Acetylierung  für beide Situatio‐
nen, da  sich die Aktivität der HAT  in diesem Fall nicht ändern würde. Eingeschränkt 
werden  diese  Thesen  dadurch,  dass  TSA  lediglich  die HDAC‐Klassen  I  und  II,  jedoch 
nicht die Klasse III inhibiert (Imai et al., 2000). Da jedoch für alle analysierten Lysinreste 
festgestellt werden konnte, dass TSA die Acetylierung steigern kann ((Offermann et al., 
2008) und für H3K23 und H3K27 Daten nicht gezeigt),  ist das beschriebene Vorgehen 
eine gute Möglichkeit, um Erkenntnisse über das regulierte Enzym zu erhalten. Für den 
proximalen  Promotor  von  C4‐Pepc  konnte  beobachtet  werden,  dass  bei  der  TSA‐
Behandlung 4 h und 14 h belichteter Pflanzen kein Unterschied im Acetylierungsniveau 
von H3K9 und H4K5 besteht (Abbildung 3.9). Folglich wird die These aufgestellt, dass 
die  Deacetylierung  von  H3K9  und  H4K5  des  proximalen  Promotors  im  Tagesverlauf 
durch die  Induktion einer HDAC erfolgt. Für den distalen Promotorbereich ergibt sich 
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für die betrachteten Acetylierungen ein differentielles Bild. Während für die Acetylie‐
rung von H4K5 die gleiche Beobachtung gemacht werden kann wie für den proximalen 
Promotor, zeigt sich für die H3K9 Acetylierung in 4 h belichteten Pflanzen ein deutlich 
höheres Niveau als  in 14 h belichteten Pflanzen. Der Abfall der H3K9 Acetylierung  im 
distalen Promotor scheint also durch die Repression einer HAT herbeigeführt zu wer‐
den. Ein ähnlich differentielles Bild  für den distalen Promotor konnte bereits  für die 
Repression  der  C4‐Pepc  Transkription  durch Metabolite  beobachtet  werden  (Offer‐
mann et al., 2008). Der durch hohe Zuckerkonzentrationen oder Stickstoffmangel her‐
beigeführte Abfall der Histonacetylierung  im distalen Promotor  konnte  für H3K9 auf 
die Repression einer HAT zurückgeführt werden, während der Abfall der H4K5 Acety‐
lierung durch die Aktivierung einer HDAC verursacht wird. Im Gegensatz zum Metabo‐
lit‐Stimulus wirkt der diurnale Stimulus jedoch auch auf den proximalen Promotor.   
Für den distalen Promotor konnte darüber hinaus beobachtet werden, dass neben den 
lichtinduzierbaren Acetylierungen auch alle anderen untersuchten Acetylierungen  im 
distalen Promotorbereich von C4‐Pepc einen Niveauabfall im Tagesverlauf zeigen. Auch 
in  diesem  Punkt  ist  eine  Parallele  zu  der  von Offermann  et  al.  (2008)  untersuchten 
Repression  durch Metabolite  gegeben.  Für  hohe  Zuckerkonzentrationen  und  unter 
Stickstoffmangel konnte ebenfalls ein Acetylierungsabfall aller betrachteten Lysine  im 
distalen Promotor beobachtet werden. Diese Koregulation aller untersuchten Lysinres‐
te  kann  als Hinweis  auf  eine  recht  einfache Rolle  dieser Modifikationen  im  distalen 
Promotor gewertet werde. Vermutlich wird durch die Acetylierung die Zugänglichkeit 
für Transkriptionsfaktoren in diesem Bereich erhöht. Ein interessantes System zur Stu‐
die  eines  solchen  Summeneffektes wurde  von Dion  et  al.  (2005)  vorgeschlagen. Die 
Autoren brachten Gen‐Varianten des Histons H4 in Hefen ein, bei denen einzelne Lysi‐
ne  durch  Arginine  (werden  nicht  acetyliert)  ersetzt  wurden.  Ein  solches  Vorgehen 
macht es möglich festzustellen, ob einzelnen Acetylierungen eine übergeordnete Rolle 
bei der Genregulation  zukommt oder ob  letztendlich einzig die Summe der Acetylie‐
rungen entscheidend  für die Regulation der  Transkription  ist. Aufgrund des deutlich 
höheren  technischen Aufwands  stellt  ein derartiges  System  jedoch  keine  gut durch‐
führbare Methode in Pflanzen dar. 
Durch die Analyse der Histonacetylierung und der Promotoraktivität  im Tagesverlauf 
war es möglich, die Erkenntnisse zur Signalintegration auf Chromatinebene zu erwei‐
tern. Der wichtigste Punkt hierbei ist, dass das Acetylierungsniveau des proximalen C4‐
Pepc  Promotors  nicht  alleine  durch  Licht  beeinflusst wird,  sondern  zusätzlich  durch 
einen bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht näher charakterisierten diurnalen Faktor (siehe 
4.1.3.3). Die Identifizierung eines weiteren Stimulus, der die Acetylierung des proxima‐
len Promotors beinflusst, macht zudem deutlich, dass Belichtung nicht hinreichend ist, 
um eine Acetylierung dieses Promotorbereichs zu erreichen. Licht kann jedoch weiter‐
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hin notwendig  sein, um eine Acetylierung des Promotors  zu erreichen, da bis heute 
keine Situation bekannt ist, in der eine Aufacetylierung von H3K9 und/oder H4K5 ohne 
Belichtung erfolgt.  
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4.1.3.2 Notwendigkeit  der  Histonacetylierung  zur  vollständigen  Etablierung  der 
Promotoraktivität 
Die erweiterte Analyse der diurnalen Rhythmik erfolgte mittels Untersuchungen unter 
freilaufenden Bedingungen. Ein solches Vorgehen ist üblich, um Informationen darüber 
zu  bekommen,  inwiefern  Veränderungen  im  Tagesverlauf  durch  den  Tag/Nacht‐
Wechsel bedingt sind oder unabhängig von diesem erfolgen.  In Pflanzen erfolgt eine 
solche  Betrachtung  üblicherweise  durch  eine  Dauerbelichtung,  da  eine  dauerhafte 
Verdunkelung  in den meisten Fällen zu einer  raschen Dämpfung des Rhythmus  führt 
(Xu und Johnson, 2001). Für die Promotoraktivität konnte festgestellt werden, dass die 
unter diurnalen Bedingungen beobachtete Rhythmik auch unter  freilaufenden Bedin‐
gungen erhalten bleibt (Abbildung 3.16). Da sich die Dauer eines Zyklus (Periode) unter 
Dauerbelichtung  im Verhältnis zum „normalen“ Tagesverlauf um ca. 3‐4 Stunden ver‐
kürzt, kommt es zu einer Phasenverschiebung. Außerdem kann ab dem dritten Dauer‐
lichtzyklus eine Abschwächung der Amplitude beobachtet werden. Damit  steht  fest, 
dass es sich bei der für die C4‐Pepc beobachteten Rhythmik um eine circadiane Rhyth‐
mik handelt, die durch endogene Faktoren bestimmt werden kann. Für die H3K9 Ace‐
tylierung des distalen Promotors  (oberhalb  von  ‐600 bp  relativ  zur  TIS)  konnte  eine 
zyklische Variation des Niveaus korrelierend mit der Transkription festgestellt werden 
(Abbildung 3.17). Die Amplitude der Variation schwächt sich  jedoch mit  jedem Zyklus 
unter  Dauerbelichtung  etwas  ab.  Die  H3K9  Acetylierung  des  proximalen  Promotors 
zeigt hingegen nur für den ersten Dauerlichtzyklus eine mit der Transkription korrelie‐
rende Variation des Niveaus. Im zweiten Dauerlichtzyklus schwingt zwar die Transkrip‐
tion weiter, die H3K9 Acetylierung des proximalen Promotors  jedoch nicht. Die H4K5 
Acetylierung dagegen zeigt  lediglich  in einem Bereich zwischen ‐2100 bp bis ‐1300 bp 
relativ  zur TIS eine  sehr  schwache  zyklische Variation, die mit der Promotoraktivität 
korreliert. Für den übrigen Promotorbereich  ist für die H4K5 Acetylierung keine zykli‐
sche Veränderung feststellbar und ein konstant niedriges Niveau im Dauerlicht zu beo‐
bachten. Für  sich betrachtet macht dieses Ergebnis deutlich, dass die H4K5 Acetylie‐
rung  über  nahezu  den  ganzen  Promotor  und  die  H3K9  Acetylierung  im  proximalen 
Promotor  in dieser Situation nicht  für die Etablierung einer vollen Transkriptionsrate 
notwendig erscheint, während die H3K9 Acetylierung des distalen Promotors mit den 
zyklischen Veränderungen der Promotoraktivität korreliert. Durch Untersuchungen  in 
Mäusen konnte dem CLOCK‐Protein, einem der zentralen Regulatoren der circadianen 
Uhr bei Säugetieren, eine HAT‐Aktivität nachgewiesen werden  (Doi et al., 2006). Zu‐
sammen mit  einem weiteren  Protein  (BMAL1) bindet CLOCK  konstitutiv  an  einen  in 
Säugetieren als E‐Box bezeichneten Promotorbereich. Das von Doi et al. aufgestellte 
Modell geht davon aus, dass die HAT‐Aktivität durch weitere  regulatorische Kompo‐
nenten  der  circadianen Uhr  sowie  durch  endogene  und  exogene  Stimuli, wie  Licht, 
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Metabolite und Nährstoffe, reguliert wird.  Infolge einer Aktivierung der HAT‐Aktivität 
kommt es vor allem zur Acetylierung von H3K14 und H3K9, während die Lysinreste des 
Histons H4 weniger stark modifiziert werden. In Pflanzen ist ein der E‐Box vergleichba‐
res Element mit dem Konsensus CACGTG als G‐Box bekannt  (Xu und  Johnson, 2001). 
Solche G‐Boxen  finden  sich  in  vielen  licht‐regulierten und  auch  circadian‐regulierten 
Promotoren. Durch eine Sequenzanalyse des Promotorbereiches von C4‐Pepc konnte 
dieses Element zwischen ‐1189 bp bis ‐1183 bp relativ zur TIS identifiziert werden. Auf‐
grund dieser Tatsache und der Feststellung, dass die Regulation der H3K9 Acetylierung 
im Tagesverlauf vermutlich über eine HAT erfolgt (siehe 4.1.3.1), besteht die Möglich‐
keit dass ein  zu CLOCK äquivalentes Protein mit einer HAT‐Aktivität auch  in pflanzli‐
chen Systemen existiert und unter Umständen entscheidend an der Regulation von C4‐
Pepc im Tagesverlauf beteiligt ist. Würde ein solches Protein ähnlich wie in Säugetieren 
bevorzugt die Acetylierung des Histons H3 herbeiführen, würde dies erklären, warum 
vor allem die H3K9 Acetylierung unter Dauerbelichtung zyklischen Veränderungen un‐
terliegt. Durch die Lokalisation der G‐Box im distalen Promotorbereich könnte darüber 
hinaus erklärt werden, warum sich solche Veränderungen auf diesen Promotorbereich 
begrenzen. 
Für die antagonistisch wirkenden Komponenten des zentralen Oszillators der circadi‐
anen Uhr  in Arabidosis, TOC1  (TIMING OF CAB EXPRESSION 1) und CCA1  (CIRCADIAN 
CLOCK ASSOCIATED 1), konnte bereits eine Verbindung zwischen Chromatinmodifika‐
tionen und circadianer Rhythmik hergestellt werden  (Stratmann und Mas, 2008). Die 
mRNA‐Abundanz  von  TOC1  oszilliert  rhythmisch mit  steigender  Abundanz während 
des  Tages,  einem Maximum  am  Abend  und  einem  Rückgang  in  der  Dunkelperiode 
(Strayer et al., 2000). Diese zyklischen Veränderungen konnten mit der H3 Acetylierung 
des Promotorbereichs des Gens korreliert werden (Perales und Mas, 2007). Außerdem 
konnte  festgestellt werden, dass die Bindung von CCA1 mit der Acetylierung und der 
mRNA‐Abundanz antikorreliert. Inzwischen konnte ein Modell zur circadianen Regula‐
tion der TOC1 Expression ermittelt werden (Stratmann und Mas, 2008). Dies geht da‐
von aus, dass die Transkriptionssteigerung während des Tages mit der Aufacetylierung 
des Histons H3 einhergeht, während der Abfall  in der Dunkelperiode auf die Wirkung 
einer  HDAC  zurückzuführen  ist.  Bis  zum  Beginn  eines  neuen  Zyklus  verhindert  an‐
schließend die Bindung von CCA1 die erneute Histonacetylierung  im Promotorbereich 
des TOC1 Gens. 
Dies belegt, dass  auch  in pflanzlichen  Systemen der Acetylierung  von Histonen  eine 
wichtige Rolle bei der Regulation circadian‐regulierter Gene zukommt. Die Analyse der 
Mechanismen, die die circadiane Rhythmik des C4‐Pepc Gens bestimmen, kann  in der 
Zukunft  ein  entscheidener  Beitrag  zum  besseren  Verständinis  des  Zusammenhangs 
zwischen Histonmodifikationen und circadianer Expression leisten. 
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4.1.3.3 Einfluss des Metabolitstatus 
Wie in Abschnitt 3.1.5 beschrieben wurde vermutet, dass es sich bei dem Faktor, wel‐
cher die diurnale Rhythmik und unter Umständen auch die circadiane Rhythmik regu‐
liert, um die endogene Zuckerkonzentration handeln könnte. Durch die Bestimmung 
der  blattinternen  Hexose‐  bzw.  Sucrosekonzentration  sollte  ein  solcher  Zusammen‐
hang überprüft werden. Während die Hexosekonzentration über den kompletten diur‐
nalen Rhythmus keine Veränderung  zeigt  (Abbildung 3.18 A),  ist  für die Sucrosekon‐
zentration nach ca. 14 h Belichtung ein Maximum detektierbar (Abbildung 3.18 B). Die‐
ses Ergebnis  stimmt weitestgehend mit  früheren Untersuchungen überein,  in denen 
für  die Hexosen  ebenfalls  keine Variation  über  den  Tag  festgestellt werden  konnte, 
während die Sucrosekonzentration in der 2. Hälfte der Belichtungsphase ihr Maximum 
zeigt (Kalt‐Torres und Huber, 1987). Ein genauerer Vergleich mit dieser Studie ist darü‐
ber hinaus nicht möglich, da verschiedene Licht‐ bzw. Dunkelperioden verwendet wur‐
den. Durch den Vergleich mit dem diurnalen Profil der C4‐Pepc Promotoraktivität ergab 
sich der Schluss, dass die Sucrosekonzentration zwar an der Regulation der Promotor‐
aktivität beteiligt sein kann, aber noch weitere Faktoren einen Einfluss zu haben schei‐
nen. Durch Microarray‐Analysen konnte  in Arabidopsis  festgestellt werden, dass 50% 
der Gene, die eine diurnale Rhythmik aufweisen auch durch Zucker reguliert werden 
(Bläsing et al., 2005). Für diese Gene wurde gezeigt, dass der Zeitpunkt der Verände‐
rung der Transkription mit dem der Zuckerkonzentration  in Einklang gebracht werden 
kann. Ein weiterer Hinweis für die Beteiligung von Zuckern bei der diurnalen Regulati‐
on kann durch die Betrachtung der für kurze Zeit verdunkelten Pflanzen zu Beginn ei‐
ner  Belichtungsperiode  erhalten werden. Hier  konnte  beobachtet werden,  dass  der 
Transkriptionsabfall bei einer Verdunkelung umso stärker  ist,  je  länger die Belichtung 
der Pflanzen zu Beginn einer Belichtungsperiode erfolgt (Abbildung 3.14). Dieser stär‐
kere Abfall der Transkription könnte durch die höhere Sucrosekonzentration bei länge‐
rer Belichtung begründet sein. Durch die Einbeziehung der Histonacetylierung in diese 
Vermutung ergeben sich  jedoch weitere Erkenntnisse  (Abbildung 3.15). Da der Abfall 
der Acetylierung  im proximalen Promotor bei Pflanzen, die  für kurze Zeit verdunkelt 
wurden, deutlich geringer  ist als der der Pflanzen  im Tagesverlauf, muss ein weiterer 
endogener Faktor diesen stärkeren Abfall der Acetylierung  im Tagesverlauf bedingen. 
Die Beteiligung eines weiteren endogenen Faktors wird auch durch die Analysen zum 
Einfluss  von  Zuckern  auf  den  Acetylierungszustand  des  C4‐Pepc  Promotors  unter‐
mauert (Offermann et al., 2008). Durch die exogene Zugabe von Zuckern konnte hier 
gezeigt werden, dass lediglich das Acetylierungsniveau des distalen Promotors beeinf‐
lusst wird, jedoch nicht das des proximalen Promotors. Um einen direkten Zusammen‐
hang zwischen den Veränderungen der Sucrosekonzentration und denen der Promo‐
toraktivität  im Tagesverlauf herzustellen, wurden bereits weitere Ansätze verfolgt. So 
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wurde zum einen versucht, den Transkriptionsabfall im Tagesverlauf durch die Inhibiti‐
on  der Hexokinase  zu  verhindern  (Daten  nicht  gezeigt).  Für  C4‐Pepc  konnte  gezeigt 
werden, dass die Zuckerrepression der Transkription durch die Regulation der Hexoki‐
nase vermittelt wird  (Jang und Sheen, 1994;  Jang et al., 1997; Sheen, 1999). Folglich 
wurde  für  den  Fall  eines  Zusammenhangs  zwischen  steigender  Zuckerkonzentration 
und Transkriptionsabfall im Tagesverlauf angenommen, dass die Inhibition der Hexoki‐
nase einen Abfall der Promotoraktivität  verhindern  sollte. Die bis  zum  jetzigen  Zeit‐
punkt erhaltenen Daten konnten einen wie oben beschriebenen Zusammenhang nicht 
bestätigen. Einschränkend muss erwähnt werden, dass zur  Inhibition der Hexokinase 
Glucosamin  verwendet wurde,  dem  starke  pleiotope  Effekte  zugeschrieben werden 
(Jang und Sheen, 1994). Weitere Analysen sollten aus diesem Grund mit einem ande‐
ren  Inhibitor, wie z.B. Mannoheptulose, durchgeführt werden.  In einem weiteren An‐
satz wurde das diurnale Verhalten  in einer Mutante des Photosystems  II betrachtet. 
Diese Mutante (HCF136) ist aufgrund ihrer Mutation nicht mehr in der Lage, Zucker zu 
produzieren (Covshoff et al., 2008). Folglich sollten sich keine bzw. schwächere diurna‐
le Veränderungen der C4‐Pepc Expression zeigen. Auch dies konnte in ersten Analysen 
nicht beobachtet werden  (Daten nicht gezeigt). Da die Ernte der Pflanzen  jedoch  zu 
einem Zeitpunkt erfolgte, der nur kurz vor dem Zeitpunkt lag, zu dem die Mutation und 
die Unfähigkeit Zucker zu produzieren letal ist, besteht die Möglichkeit, dass dieses die 
Analyse beeinflusst hat.  In weiteren Untersuchungen  sollten auf diesem Hintergrund 
unter Umständen Mutanten betrachtet werden, die nicht weniger bzw. keinen Zucker 
produzieren, sondern mehr.  
Insgesamt kann  festgehalten werden, dass neben Zuckern auch weitere Faktoren an 
der Regulation der diurnalen Rhythmik beteiligt sein müssen. Dies wird auch durch die 
Tatsache untermauert, dass unter freilaufenden Bedingungen keine deutliche Antikor‐
relation  zwischen  der  Sucrosekonzentration  und  der  Promotoraktivität  beobachtet 
werden  konnte  (Abbildung  3.19).  Für  Arabidopsis  konnte  jedoch  inzwischen  gezeigt 
werden,  dass  auch  Hormone  eine  Rolle  bei  der  Regulation  der  diurnalen  Rhythmik 
spielen.  Es wurde das Modell  aufgestellt, dass Cytokinin  einen  „response  regulator“ 
(ARR4) aktiviert und dieser  infolge die Dunkelreversion des Phytochrom B (phyB) ver‐
hindert. Durch die Repression der Dunkelreversion wird verhindert, dass das Phy B von 
der  aktiven  Form  (Pfr)  in die  inaktive  Form  (Pr) übergeht. Phy B  stellt hierbei einen 
zentralen Regulator wichtiger Gene der circadianen Uhr dar (Hanano et al., 2006). Da 
die C4‐Pepc Expression ebenfalls durch Cytokinin reguliert wird (Sugiharto et al., 1992), 
liefert dieser Aspekt weitere Ansatzpunkte zur Analyse der Regulation im Tagesverlauf. 
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4.1.4 Modifiziertes Modell zur Signalintegration auf Chromatinebene 
Die  durch  die  vorliegende  Arbeit  erhaltenen  Ergebnisse  ermöglichen  es,  das  in  Ab‐
schnitt  1.3  beschriebene Modell  zur  Signalintegration  auf  Chromatinebene  des  C4‐
Pepc‐Promotors zu erweitern. Im Folgenden werden die in den vorherigen Abschnitten 
diskutierten Aspekte zusammengefasst und  in das Arbeitsmodell eingegliedert. Abbil‐
dung 4.1 zeigt wie die unterschiedlichen Stimuli auf verschiedenen Ebenen  integriert 
werden. 
 
Abbildung 4.1: Erweitertes Modell zur Signalintegration auf Chromatinebene des C4‐Pepc‐Promotors. 
Dargestellt ist das Arbeitsmodell zur Signalintegration auf Chromatinebene des C4‐Pepc‐Gens. Hierbei führt Lichtein‐
strahlung zur  Inhibierung einer HDAC und dies wiederum zu einer Aufacetylierung von H3K9, H3K23 und H4K5  im 
gesamten C4‐Pepc‐Promotor. Durch die Wirkung eines diurnalen Faktors wird sowohl die Acetylierung des distalen 
wie auch des proximalen Promotors beeinflusst. Während im proximalen Promotor lediglich die lichtinduzierbaren 
Modifikationen betroffen sind, sind im distalen Promotor alle untersuchten Lysine durch diesen Faktor beeinflusst. 
Metabolische Reize  spiegeln  sich ebenfalls  im Acetylierungsniveau des distalen Promotors wieder. Das potentiell 
aktivierbare Gewebe wird durch die Trimethylierung von H3K4 markiert. Weitere Informationen siehe Text. 
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Unberührt von den Erkenntnissen dieser Arbeit bleibt die Tatsache, dass die Trimethy‐
lierung von H3K4 im proximalen Promotor sowie der trankribierten Region vermutlich 
eine Modifikation  darstellt,  die  die  Zelltypspezifität  vermittelt  (Danker  et  al.,  2008). 
Wie bereits  in 1.3 erwähnt konnte festgestellt werden, dass diese Modifikation einzig 
in dem Gewebe anzutreffen ist, in dem eine Promotoraktivierung durch weitere Fakto‐
ren potentiell möglich ist. So ist für C4‐Pepc eine Trimethylierung in den Mesophyllzel‐
len  zu detektieren, während dies  für C4‐Me  in der Bündelscheide der  Fall  ist.  In der 
Zukunft müssen weitere  Untersuchungen  zeigen,  ob  der  Trimethylierung  von  H3K4 
eine generelle Rolle bei der Kontrolle der Zelltypspezifität zukommt, oder ob diese Ei‐
genschaft möglicherweise auf einige wenige Gene beschränkt ist. 
Dem distalen C4‐Pepc‐Promotor konnte durch alle durchgeführten Analysen eine wich‐
tige  Rolle  bei  der  Regulation  der  Promotoraktivität  zugeordnet werden.  Belichtung 
führt zu einer Aufacetylierung von H3K9, H3K23 und H4K5, wohingegen eine Metabo‐
litrepression und ein diurnaler Faktor die Deacetylierung aller betrachteten Acetylie‐
rungen  zur  Folge hat. Durch weitere Analysen der  lichtinduzierbaren Acetylierungen 
konnte zudem  festgestellt werde, dass die Deacetylierung von H3K9  im distalen Pro‐
motorbereich vermutlich durch die Repression einer HAT erfolgt, während die Deace‐
tylierung von H4K5 vermutlich durch die Aktivierung eine HDAC zustande kommt. Eine 
besondere Bedeutung scheint in diesem Promotorbereich der H3K9 Acetylierung zuzu‐
kommen, da diese  im Gegensatz zur H4K5 Acetylierung auch unter  freilaufenden Be‐
dingungen mit der Transkriptionsrate korreliert. 
Abweichend  von  dem  in Abbildung  1.4  beschriebenen Modell wird  die Acetylierung 
des proximalen Promotors nicht allein durch den Belichtungszustand bestimmt. Neben 
der Belichtung reguliert ein diurnaler Faktor, der zu diesem Zeitpunkt noch nicht be‐
kannt  ist, die Acetylierung von H3K9, H3K23 und H4K5 am proximalen Promotor. D.h. 
es  kann davon  ausgegangen werden, dass der Entscheidung ob eine Repression der 
HDAC  stattfindet, eine  gewisse  Form der  Signalintegration  vorgeschaltet  ist.  Es wird 
vermutet, dass Licht primär zu einer Repression der HDAC  führt, während  im Verlauf 
eines Tages ein Faktor akkumuliert, der diese Repression verhindert oder sogar zu ei‐
ner Aktivierung der HDAC  führt. Durch die Analyse unter  freilaufenden Bedingungen 
konnte zudem die Bedeutung der Acetylierung des proximalen Promotors für die Etab‐
lierung  vollständiger  Transkriptionsraten  in  Frage  gestellt werden. Auch wenn  unter 
diesen artifiziellen Bedingungen die Acetylierung dieses Bereichs nicht notwendig  zu 
sein scheint, bedeutet dies nicht, dass  ihr unter natürlichen Umständen keine Bedeu‐
tung zukommt. Außerdem konnte durch die Analysen von Offermann et al. (2008) ein‐
deutig  festgestellt werden,  dass  die  Acetylierung  des  proximalen  Promotors  signal‐
vermittelt und unabhängig von dem Transkriptionsereignis stattfindet. So besteht die 
Möglichkeit,  eine Acetylierung des proximalen Promotors  für H3K9 und H4K5 durch 
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Belichtung herbeizuführen, ohne das es zur Promotoraktivität kommt (z.B. bei gleich‐
zeitiger  Zuckerrepression). Allerdings wird  es  durch  das Vorhandensein  eines  vorge‐
schalteten Signalintegrators und durch die nicht unter allen Bedingungen notwendige 
Acetylierung deutlich komplizierter, die „Histon‐Sprache“ (Berger, 2007) des proxima‐
len Promotors zu  lesen und  in einen Gesamtkontext einzuordnen. Durch die Betrach‐
tung weiterer Gene sowie durch die  Identifizierung des diurnalen Faktors sollte es  in 
der Zukunft möglich sein diese „Histon‐Sprache“ besser zu verstehen. 
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4.2 Verallgemeinerung des Modells zur Signalintegration auf Chromatinebe‐
ne 
4.2.1 Licht‐induzierte Histonacetylierung an C4‐spezifischen Promotoren 
Eines der Ziele dieser Arbeit war es, die Erkenntnisse zur Signalintegration auf Chroma‐
tinebene über C4‐Pepc hinaus zu erweitern. Hierzu wurden weitere am C4‐Stoffwechsel 
beteiligte Gene untersucht. Der Hauptfokus dieser Betrachtung  lag  zunächst auf der 
Lichtinduktion.  Zu  diesem  Zweck wurden  „normal  belichtete“  Pflanzen mit  solchen 
Pflanzen verglichen, die  für  längere Zeit verdunkelt wurden  (re‐etioliert). Ein  solcher 
Vergleich stellt lediglich ein Modell für die Lichtinduktion dar, da durch diese Betrach‐
tung transiente lichtbedingte Veränderungen nicht aufgenommen werden können. Die 
Aufnahme  transienter  lichtbedingter Veränderungen würde die Belichtung von zuvor 
re‐etiolierten Pflanzen und die Analyse verschiedener Belichtungszeitpunkte notwen‐
dig machen. Eine erste Näherung  ist  jedoch auch durch den hier durchgeführten Ver‐
gleich  zwischen  4 h belichteten Pflanzen  im  Tagesverlauf mit  re‐etiolierten Pflanzen 
möglich und deutlich weniger aufwendig als eine transiente Betrachtung. Die Analyse 
der spezifischen Lysine der Histone H3 und H4 des C4‐Pepc‐Promotors sind im wesent‐
lichen von Offermann et al. (2008) durchgeführt worden und wurden in der vorliegen‐
den Arbeit durch die Betrachtung der Acetylierungen von H3K23 und H3K27 erweitert 
(Abbildung  3.12).  Im  Folgenden werden  die  Acetylierungsdaten  vergleichend  analy‐
siert, sowie Unterschiede und Gemeinsamkeiten hervorgehoben.  
Sowohl C4‐Pepc, als auch die neu in die Betrachtung aufgenommenen C4‐Ppdk und C4‐
Me (Abbildung 3.21), zeigen nicht nur im distalen sondern auch im proximalen Promo‐
torbereich  eine  deutliche  licht‐induzierte  Acetylierung  von  H3K9.  Außerdem  zeigen 
sich licht‐induzierte Acetylierungen für H3K23, H3K27 und H4K5 in den distalen Promo‐
torbereichen aller drei Gene. Ähnliche Ergebnisse wurden bei der Analyse des  lichtin‐
duzierbaren Plastocyanin Gens in Erbse erhalten (Chua et al., 2001). Inzwischen konn‐
ten  für  licht‐induzierte Promotoren  in Arabidopsis HATs und HDACs  identifiziert wer‐
den, die spezifisch einzelne Lysine modifizieren (Benhamed et al., 2006). Durch Mutan‐
tenanalysen und den Vergleich mit  einem nicht  lichtinduzierbaren Promotor  konnte 
gezeigt werden, dass die HATs GCN5 und TAF1 gemeinsam  für die Acetylierung von 
H3K9, H3K27 und H4K12 an licht‐induzierten Promotoren notwendig sind, während die 
Acetylierung von H3K14 einzig durch GCN5 erfolgt. Die Deacetylierung wird von HD1 
vermittelt. 
Neben den beschriebenen Korrelationen  zwischen Acetylierung und Belichtung kann 
für die Acetylierung von H3K18 eine gewisse Antikorrelation mit Belichtung besonders 
für die proximalen Promotorregionen festgestellt werden. Während dies in den Analy‐
sen von Offermann et al. (2008) nur sehr schwach zu erkennen war, stellte sie sich  in 
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der vorliegenden Arbeit auch für C4‐Pepc deutlich dar (Abbildung 3.12 C). Für alle an‐
deren  betrachteten Acetylierungen  bzw.  Positionen  kann  kein  gemeinsames Muster 
der drei analysierten Gene beobachtet werden. Grundsätzlich  scheint  jedoch beson‐
ders die Acetylierung des proximalen Promotors von C4‐Me sehr stabil zu sein, da mit 
Ausnahme von H3K9 und H3K18 keine belichtungsabhängigen Veränderungen eintre‐
ten. Für C4‐Ppdk kann zumindest noch für die Acetylierung von H3K27  im proximalen 
Promotor eine Lichtinduktion festgestellt werden. Die für C4‐Pepc  im proximalen Pro‐
motor deutliche licht‐induzierte Acetylierung von H4K5 ist weder für C4‐Ppdk noch für 
C4‐Me zu beobachten.  
Von Offermann  et  al.  (2008) wurde  für C4‐Pepc  die Vermutung  aufgestellt,  dass  die 
innen  liegenden Lysine der Histone H3 und H4 sehr stabil gegenüber Veränderungen 
sind, während die  äußeren  Lysine  als  erste  von Veränderungen betroffen  sind. Dies 
wurde durch die Tatsache begründet, dass  in dieser Analyse  lediglich H3K9 und H4K5 
eine  licht‐induzierte  Acetylierung  zeigten  und  dadurch  untermauert,  dass  Untersu‐
chungen in Arabidopsis für das Histon H4 eine progressive Acetylierung vom C‐ zum N‐
Terminus  in der Reihenfolge K16>K12>K8>K5 beschreiben  (Earley et al., 2007). Durch 
die Analyse der Acetylierung von H3K23 und H3K27 konnte diese Vermutung vor allem 
für den distalen Promotor von C4‐Pepc durch den klaren Unterschied  in der Acetylie‐
rung von H3K23 zwischen unbelichteten und belichteten Pflanzen  (Abbildung 3.12 D) 
infrage gestellt werden. Auch die H3K23 und H3K27 Acetylierung der distalen Promo‐
toren von C4‐Ppdk und C4‐Me sprechen gegen eine Allgemeingültigkeit dieser These, da 
beide Modifikationen durch Belichtung induziert werden (Abbildung 3.21).  
Bezüglich des Ziels, das Modell zur Signalintegration auf Chromatinebene auf C4‐Ppdk 
und C4‐Me auszudehnen, kann  für den Stimulus Licht abschließend  festgehalten wer‐
den, dass lediglich für H3K9 über den ganzen Promotorbereich eine einheitliche Regu‐
lation zu bestehen scheint. Weitere Gemeinsamkeiten in licht‐induzierten Acetylierun‐
gen beschränken sich auf die distalen Promotorregionen (H4K5, H3K23 und H3K27). In 
genomweiten Analysen konnte jedoch festgestellt werden, dass besonders der Acety‐
lierung von Enhancer‐Elementen eine wichtige Rolle bei der Genregulation zuzukom‐
men scheint  (Roh et al., 2007). Folglich können die Gemeinsamkeiten  in den distalen 
Promotorbereichen durchaus einen entscheidenden Aspekt  in einem Modell  zur Sig‐
nalintegration auf Chromatinebene bei C4‐spezifischen Promotoren darstellen. 
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4.2.2 Diurnale und circadiane Veränderungen C4‐spezifischer Promotoren 
Die vergleichende Analyse der diurnalen Rhythmik der drei C4‐spezifischen Gene zeigt 
zwar einige Gemeinsamkeiten  jedoch auch deutliche Unterschiede. Während C4‐Pepc 
zu Beginn der Belichtungsperiode  eine  Induktion der Promotoraktivität  zeigt,  zeigen 
sowohl  C4‐Ppdk  wie  auch  C4‐Me  zu  diesem  Zeitpunkt  bereits  eine  Repression 
(Abbildung 3.11, Abbildung 3.22 und Abbildung 3.23). Außerdem zeigen C4‐Ppdk und 
C4‐Me während der Dunkelperiode deutlich eine Induktion der Transkriptionsrate, wo‐
hingegen C4‐Pepc keine Veränderung aufweist. Gemeinsam  ist diesen Genen  jedoch, 
dass ein Abfall der Promotoraktivität unter Belichtung erfolgt. Durch diesen Vergleich 
der diurnalen Promotoraktivität wird deutlich, dass bei C4‐Ppdk und C4‐Me andere bzw. 
weitere Faktoren an der Regulation beteiligt sein müssen als bei C4‐Pepc. Festzuhalten 
bleibt jedoch, dass auch diese beiden Gene eine deutlich ausgeprägte diurnale Rhyth‐
mik aufweisen. Während für C4‐Pepc eine starke Korrelation zwischen der Transkripti‐
onsrate und der Histonacetylierung  im Tagesverlauf besteht,  ist diese bei C4‐Ppdk nur 
schwach und bei C4‐Me nahezu nicht vorhanden. Lediglich die H3K9 Acetylierung des 
distalen Promotors zeigt für alle drei Gene zumindest eine gewisse Korrelation. Folglich 
könnte man zu dem Schluss kommen, dass einzig der H3K9 Acetylierung des distalen 
Promotorbereichs eine globalere Rolle bei der Signalintegration auf Chromatinebene 
und damit bei der Regulation der Genexpression zukommt scheint. Da das Modell zur 
Signalintegration auf Chromatinebene davon ausgeht  (4.1.4), dass  spezifische Stimuli 
direkt oder  indirekt durch eine vorgeschaltete Signalintegration einzelne Modifikatio‐
nen auf das Chromatin „schreiben“, ist es schwierig, gemeinsame Muster zu identifizie‐
ren, wenn unterschiedliche Regulationsfaktoren an einem Prozess beteiligt sind. Durch 
den offensichtlichen Unterschied  in der Regulation der diurnalen Rhythmik  zwischen 
C4‐Pepc  sowie  C4‐Ppdk  und  C4‐Me  ist  dieser Vergleich  nicht  geeignet,  ein mögliches 
allgemeingültiges Muster aufzudecken. 
Trotz der geringen Gemeinsamkeiten  im Tagesverlauf konnte unter  freilaufenden Be‐
dingungen eine sehr ähnliche Regulation der Promotoraktivität gezeigt werden. Wie in 
Abbildung 4.2 deutlich ersichtlich, begeben sich die drei C4‐spezifischen Gene mit Be‐
ginn des ersten Dauerlichtzyklus in einen gemeinsamen Rhythmus. Dies bedeutet, dass 
die drei Gene in einem Zyklus mit Tag/Nacht‐Wechsel zwar durch verschiedene Fakto‐
ren beeinflusst werden, unter Dauerbelichtung jedoch durch ähnliche endogene Reize 
reguliert werden. Auch die Analyse der Histonmodifikationen weist unter freilaufenden 
Bedingungen  deutliche Gemeinsamkeiten  der drei C4‐spezifischen Gene  auf. Ähnlich 
wie  bei  C4‐Pepc  (Abbildung  3.17)  zeigen  auch  C4‐Ppdk  (Abbildung  3.24)  und  C4‐Me 
(Abbildung 3.25) unter diesen Bedingungen  im distalen Promotorbereich eine deutli‐
che  Korrelation  zwischen  der H3K9  Acetylierung  und  der  Promotoraktivität. Hierbei 
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besteht eine weitere Gemeinsamkeit darin, dass sich die Amplitude der Acetylierung 
im zweiten Dauerlichtzyklus klar abschwächt.  
 
Abbildung 4.2: Schematischer Vergleich der Promotoraktivität der drei untersuchen C4‐spezifischen Gene unter 
freilaufenden Bedingungen. 
Dargestellt  ist die  relative  Expression  von C4‐Pepc, C4‐Me und C4‐Ppdk unter Dauerbelichtung. Die  schematische 
Darstellung basiert auf vier unabhängigen biologischen Replikaten. Zur besseren Veranschaulichung wurde  jedoch 
auf die Standardfehler verzichtet. Außerdem wurden die Niveaus der einzelnen Promotoraktivitäten angeglichen. 
 
Ähnliche  Gemeinsamkeiten  bestehen  auch  für  die  H4K5  Acetylierung  des  distalen 
Promotors. Hier besteht zwar anfangs eine Korrelation zwischen Promotoraktivität und 
Histonacetylierung,  die  Acetylierung  schwächt  sich  jedoch  bereits  im  ersten  Dauer‐
lichtzyklus deutlich  ab.  Für den proximalen Promotor beschränken  sich die Gemein‐
samkeiten auf die H3K9 Acetylierung. Diese zeigt  im ersten Dauerlichzyklus noch eine 
Korrelation  zur Promotoraktivität,  ist  jedoch  im  zweiten Zyklus kaum noch  zu erken‐
nen. Anders als bei C4‐Pepc ist sowohl für C4‐Ppdk als auch für C4‐Me für die Acetylie‐
rung von H4K5 auch  im proximalen Promotor ein ähnliches Verhalten wie  im distalen 
Promotor  zu beobachten. Trotz der geringen Gemeinsamkeiten  im diurnalen Verlauf 
ergibt  sich  daher  zusammenfassend  unter  freilaufenden  Bedingungen  eine  große 
Übereinstimmung  sowohl bei der Promotoraktivität wie auch der Histonacetylierung 
der drei C4‐spezifischen Gene. Für C4‐Me kann bezüglich der H3K9 Acetylierung eine 
ähnliche Theorie wie für C4‐Pepc aufgestellt werden (4.1.3.2). Auch im distalen Promo‐
torbereich von diesem Gen kann eine Sequenz identifiziert werden, die der in pflanzli‐
chen  Systemen  bezeichneten G‐Box  entspricht  (Xu  und  Johnson,  2001).  Folglich  be‐
steht auch hier die Möglichkeit, dass ein zum CLOCK‐Protein aus Säugetieren äquiva‐
lentes  Protein  an  diesen  Konsensus  bindet  und  unter  bestimmten  Bedingungen  die 
Acetylierung dieses Promotorbereichs herbeiführt.  Im distalen Promotor von C4‐Ppdk 
ist dagegen eine solche Sequenz nicht vorhanden. Demzufolge müssen andere Elemen‐
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te  an  der  Regulation  der  circadianen  Rhythmik  im  distalen  Promotorbereich  dieses 
Gens beteiligt sein. Für die Regulation der circadianen Rhythmik im proximalen Promo‐
tor besteht dagegen eine Gemeinsamkeit zwischen C4‐Ppdk und C4‐Me. Im Gensatz zu 
C4‐Pepc zeigen diese beiden Gene auch im proximalen Promotor eine zyklische Variati‐
on der Histonacetylierung.  
Insgesamt  zeigen  sich bei dem Vergleich der drei C4‐spezifenen Gene besonders bei 
der Regulation der H3K9 Acetylierung große Gemeinsamkeiten. Auch die Regulation im 
distalen Promotor zeigt durchaus Übereinstimmung. Darüber hinaus kann für alle drei 
Gene festgehalten werden, dass Licht alleine nicht hinreichend für die Acetylierung des 
Promotors  ist.  Abschließend muss  jedoch  festgehalten werden,  dass  besonders  die 
Betrachtung der diurnalen aber auch der circadianen Rhythmik solange nicht geeignet 
scheint, die Signalintegration auf Chromatinebene zu untersuchen, bis die endogenen 
Signale, welche die entsprechende Rhythmik der einzelen Gene bestimmen,  identifi‐
ziert  sind. Durch die  vorgeschaltete  Signalintegration, die  in der  vorliegenden Arbeit 
für  C4‐Pepc  identifiziert wurde,  kann  bei  der  Betrachtung  der  endogenen  Rhythmik 
letztendlich nicht unterschieden werden, ob die Signalintegration auf Chromatinebene 
Variationen aufweist oder ob verschiedene Signale wirken. 
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4.2.3 Identifizierung C4‐Pepc äquivalent regulierter Gene 
Durch die Erkenntnis, dass  letztendlich nur die Verwendung genau definierter Stimuli 
eine  Verallgemeinerung  des Modells  zur  Signalintegration  auf  Chromatinebene  auf 
weitere Gene  ermöglicht,  ist  die  Identifikation  von Genen,  die  auf  bestimmte Reize 
genau wie C4‐Pepc  reagieren, ein entscheidender  Schritt.  In der  vorliegenden Arbeit 
sollten mit Hilfe der Microarray‐Technologie Gene  identifiziert werden, die ein ähnli‐
ches Transkriptionsmuster  in Antwort auf die Reize Licht, Stickstoffverfügbarkeit und 
Zuckervorkommen zeigen wie C4‐Pepc. Eine bioinformatische Analyse der durchgeführ‐
ten Microarrays belegte eine hohe Vergleichbarkeit der einzelnen Arrays. Außerdem 
konnte ein Vergleich der mittels Microarray erhaltenen Daten mit Daten, welche durch 
qPCR ermittelt wurden, (Abbildung 3.28) zeigen, dass eine nahezu 100%ige Vergleich‐
barkeit  zwischen  diesen  beiden Methoden  gegeben  ist.  Folglich  sind  die  erhaltenen 
Microarray‐Daten eine gute Grundlage für die Identifikation von Genen, die ein ähnli‐
ches  Regulationsmuster  zeigen wie  C4‐Pepc.  Durch  die  Betrachtung  der  Ergebnisse, 
welche für jeweils einen der verwendeten Reize erhalten wurden, kann zunächst fest‐
gestellt werden,  inwiefern die Behandlung eine erwartete Veränderung zur Folge hat 
und ob die gewählte Reizstärke ausreichend war. Zur  Identifizierung  licht‐induzierter 
Gene  wurden  8  h  belichtete  Pflanzen  im  normalen  Tag/Nacht‐Rhythmus  mit  re‐
etiolierten Pflanzen verglichen. Wie bereits unter 4.2.1 diskutiert, handelt es sich hier‐
bei lediglich um ein Modell zur Identifizierung licht‐induzierter Gene. Wie erwartet, hat 
dieser Reiz einen sehr globalen Einfluss auf die Genexpression. Besonders für Gene, die 
an der Photosynthese beteiligt sind, kann eine starke  Induktion durch die Belichtung 
beobachtet werden. Für den Zucker‐Stimulus kann hingegen nur eine relativ schwache 
Reaktion des Transkriptoms beobachtet werden. Untersuchungen  in Arabidopsis zeig‐
ten jedoch auch für diesen Stimulus einen sehr globalen Einfluss auf die Genexpression 
(Bläsing  et  al.,  2005).  Es  ist  folglich  zu  vermuten,  dass  die  gewählte  Zucker‐
Konzentration zu gering war, um Veränderungen der mRNA zu untersuchen. Dies be‐
deutet  jedoch nicht, dass die erhaltenen Daten nicht für weitere Analysen zu gebrau‐
chen sind. Da das Ziel dieser Betrachtung  letzendlich die Verallgemeinerung des Mo‐
dells zur Signalintegration auf Chromatinebene  ist und  in diesem Zusammenhang be‐
sonders  die  Promotoraktivität  (hnRNA)  von  Bedeutung  ist,  erfordert  die  Erkenntnis, 
dass ein relativ schwacher Zuckerstimulus verwendet wurde,  lediglich gewisse Anpas‐
sungen  der  Auswertekriterien.  Abbildung  4.3  zeigt  exemplarisch  für  die  C4‐Pepc‐
Expression den drastischen Unterschied der Reduktion durch den Zuckerstimulus  für 
die  mRNA  und  hnRNA.  Während  für  die  mRNA  kaum  eine  Reduktion  durch  hohe     
Zuckerkonzentrationen zu beobachten ist, ist die Reduktion der hnRNA‐Menge immer‐
hin 40%. Für die Analyse dieses Stimulus erscheint es deshalb sinnvoll, auch sehr gerin‐
ge Veränderungen einzelner Gene näher zu untersuchen und mittels qPCR den Effekt 
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auf Ebene der Promotoraktivität  zu überprüfen. Außerdem erscheint es  sinnvoll, das 
Signifikanzniveau etwas zu erniedrigen. Da die Analyse der Promotoraktivität ohnehin 
der nächste Schritt für die Erweiterung des Modells  ist, stellt dieses Vorgehen nur ei‐
nen sehr geringen Mehraufwand dar. Alternativ könnte eine neue Microarray‐Analyse 
durchgeführt werden,  in der die Behandlung der Pflanzen mit einer höheren Zucker‐
konzentration erfolgt. Durch Analysen von Offermann et al. (2008) konnte bereits für 
C4‐Pepc gezeigt werden, dass eine höhere Zuckerkonzentartion eine stärkere Repressi‐
on der Transkription zur Folge hat. 
 
Abbildung 4.3: Vergleich der mRNA‐Abundanz mit der hnRNA‐Menge für C4‐Pepc. 
Dargestellt ist die Reduktion der C4‐Pepc‐Expression durch Dunkelheit, Stickstoffmangel und hohe Zuckerkonzentra‐
tionen. Hierbei wird zwischen der mRNA‐Abundanz (hellgrau) und der hnRNA‐Menge (dunkelgrau), die ein Maß für 
die Promotoraktivität darstellt, unterschieden. Die Daten basieren auf den RNA‐Proben, die bereits  für den Ver‐
gleich zwischen Microarray‐Technologie und qPCR verwendet wurden. Die senkrechten Linien geben den Standard‐
fehler dreier biologisch unabhängiger Replikate wieder.  
 
Für  den  Stickstoffstimulus  kann  letzendlich  ein  ähnlich  deutlicher  Unterschied  zwi‐
schen mRNA‐Abundanz  und  hnRNA‐Menge  beobachtet werden  (Abbildung  4.3).  Im 
Gegensatz zum Zuckerstimulus scheint dieser Reiz jedoch stark genug gewählt zu sein, 
um auch auf mRNA‐Ebene eine deutliche Reaktion hervorzurufen. Bei der Auswertung 
der für diesen Stimulus erhaltenen Daten fällt besonders die Gengruppe der „response 
regulatoren“ ins Auge, die bereits bei ähnlichen Untersuchungen in Arabidopsis aufge‐
fallen  sind  (Rashotte et al., 2003). Dieser Gengruppe wird eine entscheidene Bedeu‐
tung bei der Signaltransduktion des Cytokinin‐Reizes zugeschrieben. Sie sind Bestand‐
teil eines Systems, das aus Bakterien als 2‐Komponentenregulationssystems bekannt 
ist.  In  diesen  Systemen  nimmt  eine  Sensor‐Histidin‐Kinase  einen  Stimulus wahr  und 
phosphoryliert sich in Reaktion auf diesen selbst. Im Anschluß wird das Signal durch die 
Phosphorylierung  eines  Aspartats  auf  den  response  regulator  übertragen,  der  hier‐
durch „downstream“ Reaktionen auslöst (To und Kieber, 2008). Wie bereits an einigen 
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Stellen erwähnt, wird vermutet, dass einer oder mehrere dieser Regulatoren auch an 
der Regulation des C4‐Pepc Gens beteiligt  ist bzw. sind (Sheen, 1999). Folglich könnte 
eine  genauere  Analyse  dieser Gengruppe  nicht  nur  eine  Verallgemeinerung  für  das 
Modell der Signalintegration auf Chromatinebene darstellen, sondern auch die spezifi‐
sche Reaktion des C4‐Pepc Gens  auf den  Stickstoffstimulus  aufklären. Besonders die 
response regulatoren 1 und 6 sind sehr interessante Kandidaten zur weiteren Analyse, 
da für diese Gene, genau wie für C4‐Pepc, eine mesophyllspezifische Expression ange‐
nommen wird  (Deji et al., 2002; Sawers et al., 2007) und sie  im Bezug auf Licht und 
Stickstoffverfügbarkeit eine ähnliche Antwort wie C4‐Pepc  zeigen  (Abbildung 3.7 und 
Abbildung 3.28). 
Grundsätzlich  sollte die weitere Analyse aber alle Gene mit einbeziehen, die auf alle 
drei  (Tabelle  3.2)  oder  zumindest  zwei  (Tabelle  5.1,Tabelle  5.2  und  Tabelle  5.3) der 
getesteten Reize eine ähnliche Reaktion zeigen wie C4‐Pepc. Hierzu  ist es wie bereits 
erwähnt notwendig, die hnRNA‐Mengen der einzelnen Gene zu analysieren, um auszu‐
schließen, dass die festgestellten Unterschied einzig auf posttranskriptionellen Regula‐
tionen  und  damit  nicht  auf  unterschiedlichen  Promotoraktivitäten  beruhen.  Im  An‐
schluß sollten dann für die ausgewählten Gene jeweils die Histonacetylierungsniveaus 
in einer proximalen und einer distalen Promotorposition bestimmt werden. Bei diesem 
Vorgehen liegt die Problematik vor allem in der Tatsache, dass bis zu diesem Zeitpunt 
das Mais‐Genom nicht vollständig zusammengesetzt ist und für viele mRNA‐Sequenzen 
keine genomischen Sequenzen bekannt sind. Für die Gruppe der „response regulato‐
ren“ sowie einige weitere Kandidatengene konnten bereits durch Datenbankanalysen 
Promotorsequenzen  identifiziert  werden.  Die  Analyse  der  Histonmodifikationen  an 
diesen Loci wird zeigen, ob das Modell zur Signalintegration auf Chromatinebene, das 
für C4‐Pepc  aufgestellt wurde,  allgemeingültig  ist oder ob  zumindest  für einige Gen‐
gruppen Gemeinsamkeiten bestehen. 
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5 Anhang 
5.1 Ergänzende Auswertungen zur Micoarray‐Analyse 
Tabelle 5.1. Licht‐induzierte und N‐Mangel‐reprimierte Gene. 
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Zm.12285.1.A1_at  PCO132810 mRNA sequence  ‐‐‐  0,01  0,01  0,02  0,04  0,01  0,05  0,89  0,14  0,38  AY104534.1  ‐‐‐ 
Zm.1826.1.A1_at  nitrate reductase  NAR1S  0,02  0,00  0,01  0,12  0,00  0,01  0,82  0,06  0,13  AW461127  ‐‐‐ 
Zm.11985.1.A1_at  hemoglobin 2  Hb2  0,03  0,01  0,04  0,08  0,02  0,03  0,83  0,03  0,07  CF636772 
NM_0
01112
349 
Zm.767.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  NP_915604.1 
P0679C12.27  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,04  0,00  0,00  0,84  0,03  0,02  0,77  0,07  0,10  BM379916  ‐‐‐ 
Zm.10614.1.A1_at  PCO089998 mRNA sequence  ‐‐‐  0,04  0,00  0,00  0,58  0,07  0,04  0,65  0,07  0,12  AY105934.1  ‐‐‐ 
Zm.10811.2.S1_at  Clone 12409 mRNA sequence  ‐‐‐  0,04  0,01  0,01  0,60  0,02  0,01  0,88  0,02  0,02  BM079148  ‐‐‐ 
Zm.8828.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  NP_186763.2 
MYB106;  DNA  binding  / 
transcription factor [Arabidopsis 
thaliana] 
‐‐‐  0,05  0,01  0,02  0,69  0,04  0,00  0,64  0,47  0,42  BM075809  ‐‐‐ 
Zm.1274.1.S1_at 
Transcribed  locus,  weakly 
similar  to XP_469430.1 putative 
UDP‐glucoronosyl  and  UDP‐
glucosyl  transferase  [Oryza 
sativa (japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,06  0,02  0,01  0,56  0,02  0,04  0,86  0,11  0,27  CO533399  ‐‐‐ 
Zm.1616.1.A1_at 
plasma  membrane‐bound 
peroxidase 3‐1 
LOC1001
01533 
0,06  0,01  0,01  0,63  0,03  0,01  1,01  0,04  0,80  BM380022 
NM_0
01112
549 
Zm.15705.1.A1_at 
Clone Contig338 mRNA sequen‐
ce 
‐‐‐  0,07  0,02  0,01  0,27  0,10  0,01  0,96  0,15  0,97  CD440189  ‐‐‐ 
Zm.7657.1.A1_at  Transcribed locus  ‐‐‐  0,07  0,02  0,01  0,73  0,06  0,05  0,98  0,07  0,80  BM338496  ‐‐‐ 
Zm.3992.1.S1_at  PCO125596 mRNA sequence  ‐‐‐  0,07  0,00  0,01  0,81  0,01  0,01  0,96  0,05  0,48  BG841673  ‐‐‐ 
Zm.14324.2.A1_at  PCO066852 mRNA sequence  ‐‐‐  0,07  0,01  0,02  0,46  0,06  0,04  0,83  0,17  0,35  BM073598  ‐‐‐ 
Zm.11845.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  XP_467290.1  4‐
coumarate:CoA  ligase  isoform 2 
[Oryza  sativa  (japonica  cultivar‐
group)] 
‐‐‐  0,08  0,04  0,04  0,72  0,00  0,05  1,33  0,18  0,13  CO532590  ‐‐‐ 
Zm.15225.1.A1_at  Transcribed locus  ‐‐‐  0,09  0,03  0,04  0,43  0,07  0,04  0,80  0,08  0,06  BM335148  ‐‐‐ 
Zm.3449.1.S1_at  H(+)‐transporting ATP synthase  ATP‐D  0,10  0,01  0,00  0,89  0,01  0,01  0,84  0,05  0,12  X66005.1  ‐‐‐ 
Zm.8958.1.A1_at  PCO121378 mRNA sequence  ‐‐‐  0,10  0,03  0,01  0,74  0,05  0,05  0,90  0,03  0,11  CK370494  ‐‐‐ 
Zm.14664.1.A1_at  Clone 3009 mRNA sequence  ‐‐‐  0,11  0,02  0,00  0,45  0,06  0,03  0,99  0,25  0,97  BM379705  ‐‐‐ 
ZmAffx.1183.1.S1_at  PCO089764 mRNA sequence  ‐‐‐  0,11  0,03  0,01  0,41  0,01  0,02  0,73  0,05  0,07  AW927833  ‐‐‐ 
Zm.18411.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  XP_507511.1  PRE‐
DICTED  OJ1643_A10.33‐1  gene 
product  [Oryza  sativa  (japonica 
cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,12  0,03  0,03  0,81  0,01  0,01  0,87  0,07  0,21  CO531219  ‐‐‐ 
Zm.16191.1.S1_x_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  XP_506445.1  PRE‐
DICTED  OJ1579_C03.2  gene 
product  [Oryza  sativa  (japonica 
cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,12  0,02  0,00  0,46  0,10  0,05  0,81  0,04  0,05  BF727710  ‐‐‐ 
Zm.12169.1.S1_at  PCO114533 mRNA sequence  ‐‐‐  0,12  0,04  0,05  0,72  0,04  0,03  1,52  0,19  0,08  CK370768  ‐‐‐ 
Zm.4036.1.A1_at  PCO089335 mRNA sequence  ‐‐‐  0,12  0,01  0,01  0,32  0,03  0,01  1,13  0,05  0,15  CD994340  ‐‐‐ 
Zm.507.1.A1_at 
phosphogluconate  dehydroge‐
nase3 
pgd3  0,15  0,01  0,02  0,04  0,01  0,00  0,75  0,03  0,00  AY108628.1  ‐‐‐ 
Zm.16191.1.S1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  XP_506445.1  PRE‐
DICTED  OJ1579_C03.2  gene 
product  [Oryza  sativa  (japonica 
cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,15  0,02  0,00  0,46  0,09  0,03  0,80  0,02  0,03  BF727710  ‐‐‐ 
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Zm.5796.1.S1_at  PCO106588 mRNA sequence  ‐‐‐  0,16  0,02  0,00  0,76  0,01  0,02  1,01  0,08  0,98  AI649702  ‐‐‐ 
Zm.10234.1.S1_at  abscisic stress protein homolog  aba1  0,16  0,01  0,01  0,77  0,01  0,01  1,11  0,05  0,16  BM379520 
NM_0
01111
891 
Zm.13478.1.S1_at  PCO084978 mRNA sequence  ‐‐‐  0,16  0,02  0,03  0,17  0,01  0,00  0,66  0,03  0,01  AW037215  ‐‐‐ 
Zm.386.1.S1_at  tassel seed2  ts2  0,17  0,03  0,03  0,40  0,03  0,02  1,21  0,13  0,30  L20621.1 
NM_0
01111
852 
Zm.14904.1.A1_at  PCO096361 mRNA sequence  ‐‐‐  0,17  0,02  0,01  0,27  0,04  0,04  0,58  0,05  0,05  CO521990  ‐‐‐ 
Zm.2830.1.A1_at  CL15734_1 mRNA sequence  ‐‐‐  0,18  0,02  0,01  0,14  0,01  0,01  0,89  0,04  0,13  AY109788.1  ‐‐‐ 
Zm.2433.1.S1_at 
phosphoenolpyruvate  carboxy‐
lase1 
pep1  0,19  0,02  0,01  0,84  0,01  0,01  0,95  0,06  0,50  AY103747.1 
NM_0
01111
948 
Zm.13263.1.A1_at  nitrite reductase  gpm108b  0,20  0,05  0,03  0,06  0,01  0,03  0,57  0,04  0,02  AY109418.1  ‐‐‐ 
Zm.749.1.S1_at  photosystem II subunit PsbS1  psbs1  0,20  0,01  0,00  0,79  0,02  0,01  0,96  0,05  0,47  AY291061.1 
NM_0
01111
758 
Zm.972.1.A1_at  PCO078171 mRNA sequence  ‐‐‐  0,20  0,02  0,00  0,60  0,02  0,01  0,82  0,06  0,11  BE186797  ‐‐‐ 
Zm.3796.1.A1_at  PCO080986 mRNA sequence  ‐‐‐  0,20  0,12  0,01  0,67  0,04  0,04  0,67  0,04  0,02  BG836961  ‐‐‐ 
Zm.18018.1.A1_at 
Transcribed  locus,  weakly 
similar  to XP_463979.1 putative 
heat  shock  protein  16.9  [Oryza 
sativa (japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,20  0,05  0,03  0,44  0,07  0,05  0,97  0,09  0,66  CF637656  ‐‐‐ 
Zm.18420.1.S1_at 
Clone  EL01N0502F02.c  mRNA 
sequence 
‐‐‐  0,21  0,02  0,00  0,81  0,01  0,00  0,99  0,02  0,59  CA403504  ‐‐‐ 
Zm.9896.1.A1_at  Transcribed locus  ‐‐‐  0,22  0,06  0,01  0,12  0,02  0,00  0,23  0,05  0,01  BM351279  ‐‐‐ 
Zm.6248.1.A1_at  CL528_2 mRNA sequence  ‐‐‐  0,22  0,16  0,01  0,39  0,13  0,02  1,72  0,34  0,16  CB833922  ‐‐‐ 
Zm.433.1.A1_at  pyruvate dehydrogenase2  pdh2  0,22  0,04  0,03  0,11  0,02  0,02  0,86  0,05  0,11  AF069908.1 
NM_0
01111
444 
Zm.13270.1.A1_at  PCO066337 mRNA sequence  ‐‐‐  0,23  0,02  0,00  0,67  0,04  0,01  0,79  0,05  0,08  AY107233.1  ‐‐‐ 
Zm.12423.1.S1_at  PCO091928 mRNA sequence  ‐‐‐  0,23  0,03  0,01  0,12  0,07  0,03  0,25  0,08  0,01  AY105422.1  ‐‐‐ 
Zm.4409.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  XP_507271.1  PRE‐
DICTED  OSJNBb0092C08.26 
gene  product  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,24  0,02  0,01  0,60  0,02  0,00  1,19  0,10  0,18  CD964941  ‐‐‐ 
Zm.9358.1.A1_at  Transcribed locus  ‐‐‐  0,24  0,01  0,00  0,38  0,04  0,00  0,90  0,01  0,03  BM348583  ‐‐‐ 
Zm.4864.1.A1_at  PCO082525 mRNA sequence  ‐‐‐  0,25  0,05  0,03  0,74  0,04  0,03  0,96  0,04  0,53  AI834034  ‐‐‐ 
Zm.3500.1.S1_at  CL6800_1 mRNA sequence  ‐‐‐  0,27  0,03  0,03  0,53  0,04  0,00  0,93  0,09  0,53  AI977932  ‐‐‐ 
Zm.9281.1.A1_at  Transcribed locus  ‐‐‐  0,27  0,05  0,01  0,22  0,13  0,01  0,78  0,17  0,28  BM267756  ‐‐‐ 
Zm.131.1.A1_at 
siroheme  uroporphyrinogen 
methyltransferase1 
sum1  0,28  0,03  0,03  0,03  0,01  0,00  0,56  0,05  0,02  D83391.1 
NM_0
01112
254 
Zm.6033.1.A1_at 
Clone  EL01N0510C05.d  mRNA 
sequence 
‐‐‐  0,29  0,02  0,00  0,84  0,03  0,03  1,01  0,01  0,39  AY105509.1  ‐‐‐ 
Zm.13722.1.S1_at  diacylglycerol kinase 3 
LOC1001
27510 
0,29  0,11  0,01  0,74  0,04  0,04  1,23  0,15  0,25  AY106320.1 
NM_0
01112
767 
Zm.10119.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  XP_507144.1  PRE‐
DICTED  P0462E11.7  gene 
product  [Oryza  sativa  (japonica 
cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,31  0,05  0,03  0,76  0,04  0,01  0,70  0,02  0,01  AW330816  ‐‐‐ 
Zm.409.1.S1_at  cell wall invertase1  incw1  0,32  0,05  0,02  0,48  0,05  0,01  0,99  0,05  0,89  U17695.1 
NM_0
01111
899 
Zm.6422.1.A1_at 
INDETERMINATE‐related protein 
1 
gpm243b  0,33  0,01  0,01  0,53  0,06  0,04  0,82  0,06  0,14  AY108637.1 
NM_0
01112
213 
Zm.5909.1.A1_at 
Transcribed  locus,  weakly 
similar  to  NP_001049849.1 
Os03g0299600  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,33  0,06  0,02  0,58  0,07  0,03  0,92  0,05  0,25  AI665315  ‐‐‐ 
Zm.2061.1.A1_at 
Clone  Contig506.F  mRNA 
sequence 
‐‐‐  0,33  0,05  0,02  0,39  0,07  0,04  1,08  0,08  0,44  CF635603  ‐‐‐ 
ZmAffx.180.1.A1_at 
Transcribed  locus,  strongly 
similar  to  XP_548544.2  PRE‐
DICTED: similar to solute carrier 
‐‐‐  0,33  0,04  0,02  0,28  0,05  0,00  0,81  0,02  0,02  AI668329  ‐‐‐ 
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family  15,  member  4  [Canis 
familiaris] 
Zm.19245.1.S1_at  Clone 18065 mRNA sequence  ‐‐‐  0,35  0,04  0,02  0,87  0,02  0,01  1,05  0,03  0,25  CO531390  ‐‐‐ 
Zm.9568.1.A1_x_at 
Clone Contig712 mRNA sequen‐
ce 
‐‐‐  0,36  0,01  0,00  0,94  0,01  0,02  1,09  0,04  0,17  CD435747  ‐‐‐ 
Zm.5828.1.A1_at  PCO105631 mRNA sequence  ‐‐‐  0,37  0,02  0,00  0,76  0,02  0,03  0,89  0,03  0,10  BG320943  ‐‐‐ 
Zm.10840.1.S1_at  PCO114470 mRNA sequence  ‐‐‐  0,39  0,15  0,03  0,46  0,17  0,04  0,55  0,08  0,03  CF009749  ‐‐‐ 
Zm.17213.1.A1_at  CL802_1 mRNA sequence  ‐‐‐  0,40  0,06  0,01  0,67  0,05  0,02  0,92  0,06  0,31  CK367919  ‐‐‐ 
Zm.15910.1.S1_at  ‐‐‐  ‐‐‐  0,40  0,03  0,02  0,69  0,02  0,03  0,88  0,20  0,45  AY111107.1  ‐‐‐ 
Zm.4572.1.S1_at 
Clone  EL01N0324A02.c  mRNA 
sequence 
‐‐‐  0,40  0,07  0,03  0,89  0,01  0,00  0,95  0,02  0,08  CA399691  ‐‐‐ 
Zm.1022.1.A1_at  PCO091252 mRNA sequence  ‐‐‐  0,40  0,02  0,00  0,67  0,03  0,02  0,99  0,02  0,48  AY106646.1  ‐‐‐ 
Zm.13067.1.A1_at 
Clone  EL01N0366H04.c  mRNA 
sequence 
‐‐‐  0,41  0,03  0,00  0,35  0,09  0,03  1,20  0,04  0,05  CA404030  ‐‐‐ 
Zm.4109.1.A1_at 
Clone Contig344 mRNA sequen‐
ce 
‐‐‐  0,41  0,07  0,02  0,93  0,02  0,04  0,95  0,02  0,21  CD441071  ‐‐‐ 
Zm.8622.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to XP_468974.1 putative 
serine/threonine  protein  kinase 
[Oryza  sativa  (japonica  cultivar‐
group)] 
‐‐‐  0,41  0,02  0,01  0,81  0,04  0,03  1,16  0,09  0,19  BM075445  ‐‐‐ 
Zm.10807.2.S1_a_at  PCO063354 mRNA sequence  ‐‐‐  0,42  0,03  0,00  0,69  0,06  0,03  0,88  0,07  0,23  CD970321  ‐‐‐ 
Zm.325.1.A1_at  response regulator 6  RR6  0,42  0,02  0,00  0,07  0,03  0,00  0,66  0,01  0,00  AB042268.1 
NM_0
01111
387 
Zm.17600.1.S1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  NP_001049956.1 
Os03g0320900  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,42  0,02  0,00  0,85  0,03  0,04  1,01  0,05  0,85  CK368995  ‐‐‐ 
Zm.19245.1.S1_s_at 
Clone Contig222 mRNA sequen‐
ce 
‐‐‐  0,42  0,06  0,04  0,83  0,03  0,05  0,97  0,02  0,26  CO531390  ‐‐‐ 
Zm.10492.1.S1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  NP_001051094.1 
Os03g0719400  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,42  0,08  0,05  0,48  0,02  0,00  0,81  0,08  0,15  CA826941  ‐‐‐ 
Zm.8654.1.A1_at 
Transcribed  locus,  weakly 
similar  to  XP_471947.1 
OSJNBa0032I19.6  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,43  0,06  0,04  0,65  0,06  0,03  0,88  0,04  0,08  BM334074  ‐‐‐ 
Zm.18343.1.S1_at 
Clone  EL01N0440F12.c  mRNA 
sequence 
‐‐‐  0,45  0,07  0,04  0,66  0,06  0,04  1,05  0,04  0,34  CA399699  ‐‐‐ 
ZmAffx.1179.1.S1_at  Transcribed locus  ‐‐‐  0,45  0,19  0,04  0,36  0,13  0,05  1,11  0,83  0,62  AW927503  ‐‐‐ 
Zm.12633.1.S1_at  Clone 16351 mRNA sequence  ‐‐‐  0,47  0,03  0,01  0,96  0,01  0,02  1,04  0,02  0,18  BM382635  ‐‐‐ 
Zm.1019.1.A1_at  PCO091760 mRNA sequence  ‐‐‐  0,47  0,04  0,03  0,35  0,01  0,01  0,74  0,10  0,14  AW288674  ‐‐‐ 
Zm.7501.1.S1_at  PCO124033 mRNA sequence  ‐‐‐  0,48  0,05  0,01  0,37  0,05  0,00  0,60  0,07  0,01  BM078707  ‐‐‐ 
Zm.13934.1.S1_at  membrane H(+)‐ATPase1  mha1  0,48  0,07  0,02  0,44  0,02  0,01  0,89  0,06  0,22  U08984.1 
NM_0
01111
890 
Zm.18383.1.A1_at  CL142_1 mRNA sequence  ‐‐‐  0,50  0,05  0,01  0,84  0,03  0,02  0,98  0,05  0,76  AY110186.1  ‐‐‐ 
Zm.15204.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  NP_001065238.1 
Os12g0102600  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,50  0,03  0,01  0,61  0,02  0,00  0,69  0,10  0,12  BM268605  ‐‐‐ 
Zm.7709.1.A1_at  PCO145555 mRNA sequence  ‐‐‐  0,51  0,03  0,01  0,89  0,02  0,02  1,09  0,07  0,31  BM269078  ‐‐‐ 
Zm.9801.1.A1_at  Transcribed locus  ‐‐‐  0,52  0,06  0,05  0,75  0,04  0,03  0,92  0,14  0,51  BM332447  ‐‐‐ 
Zm.323.1.S1_at  response regulator 4  RR4  0,53  0,05  0,05  0,26  0,05  0,01  0,95  0,06  0,48  AB042261.1 
NM_0
01111
385 
Zm.5819.1.S1_at  PCO147581 mRNA sequence  ‐‐‐  0,53  0,02  0,00  0,69  0,05  0,03  0,82  0,06  0,10  AI649779  ‐‐‐ 
Zm.4754.1.A1_at  Clone 15372 mRNA sequence  ‐‐‐  0,53  0,07  0,02  0,75  0,02  0,00  0,83  0,07  0,16  BG266528  ‐‐‐ 
Zm.12003.1.S1_at 
Transcribed  locus,  strongly 
similar  to  NP_001044449.1 
Os01g0782700  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,55  0,05  0,00  0,66  0,00  0,01  1,06  0,05  0,38  CF630358  ‐‐‐ 
Zm.362.1.A1_at  HCF106 precursor protein  Hcf106  0,55  0,07  0,04  0,79  0,03  0,02  1,02  0,03  0,66  AF027808.1 
NM_0
01112
408 
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Zm.10670.1.A1_at  Response regulator 4  RR4  0,56  0,07  0,02  0,17  0,05  0,02  0,92  0,04  0,17  CO529849 
NM_0
01111
385 
Zm.16532.4.S1_at  PCO154872 mRNA sequence  ‐‐‐  0,56  0,05  0,04  0,71  0,04  0,02  0,87  0,03  0,06  BI423682  ‐‐‐ 
Zm.10232.1.A1_at  Transcribed locus  ‐‐‐  0,56  0,04  0,02  0,77  0,03  0,01  0,92  0,03  0,12  BM332929  ‐‐‐ 
Zm.16911.1.A1_at  Ribosomal protein L17  rpl17  0,57  0,02  0,00  0,68  0,06  0,04  0,97  0,06  0,58  BM332269 
NM_0
01111
420 
Zm.7012.2.A1_at  Clone 3967 mRNA sequence  ‐‐‐  0,57  0,05  0,03  0,86  0,02  0,02  1,04  0,07  0,65  AY105565.1  ‐‐‐ 
Zm.17838.1.S1_at 
RFLP  core  bin marker  probe  p‐
csu93  (CBM5.05)  mRNA, 
complete sequence 
‐‐‐  0,57  0,09  0,04  0,90  0,00  0,01  1,05  0,12  0,91  CD999196  ‐‐‐ 
Zm.14048.1.A1_at 
PCO105183 mRNA sequence /// 
Clone  EL01T0403E07.c  mRNA 
sequence 
‐‐‐  0,57  0,06  0,02  0,78  0,02  0,03  0,98  0,03  0,60  CD446343  ‐‐‐ 
Zm.3188.1.A1_at  CL3822_1 mRNA sequence  ‐‐‐  0,58  0,06  0,03  0,78  0,02  0,03  0,90  0,08  0,34  BM340302  ‐‐‐ 
ZmAffx.763.1.A1_at  PCO123260 mRNA sequence  ‐‐‐  0,58  0,04  0,01  0,51  0,04  0,04  0,93  0,06  0,30  AI746058  ‐‐‐ 
Zm.4994.1.A1_at  Clone 4611 mRNA sequence  ‐‐‐  0,58  0,03  0,00  0,95  0,01  0,03  1,05  0,03  0,26  CF039629  ‐‐‐ 
Zm.18038.1.S1_at  PCO067123 mRNA sequence  ‐‐‐  0,58  0,03  0,02  0,82  0,02  0,01  0,79  0,05  0,05  CD219308  ‐‐‐ 
Zm.16107.1.S1_at  Transcribed locus  ‐‐‐  0,58  0,07  0,02  0,54  0,05  0,01  0,67  0,05  0,02  AI612310  ‐‐‐ 
Zm.3790.1.A1_at  PCO129255 mRNA sequence  ‐‐‐  0,59  0,03  0,02  0,68  0,03  0,01  0,72  0,06  0,05  AY107835.1  ‐‐‐ 
Zm.1373.1.A1_at  Clone 16926 mRNA sequence  ‐‐‐  0,59  0,06  0,04  0,75  0,03  0,01  1,48  0,06  0,01  CF623658  ‐‐‐ 
Zm.17597.2.A1_s_at  ATP synthase3  atp3  0,59  0,04  0,01  0,78  0,02  0,02  1,03  0,05  0,60  CK347323  ‐‐‐ 
Zm.1686.1.A1_at 
Transcribed  locus,  strongly 
similar  to XP_468759.1 putative 
inosine‐uridine  preferring 
nucleoside  hydrolase  [Oryza 
sativa (japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,59  0,05  0,04  0,68  0,04  0,01  0,97  0,02  0,26  CF630564  ‐‐‐ 
Zm.8647.1.A1_at  Transcribed locus  ‐‐‐  0,60  0,01  0,00  0,56  0,05  0,02  0,85  0,07  0,16  BM339399  ‐‐‐ 
Zm.6667.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to XP_479469.1 putative 
MSP1(mitochondrial  sorting  of 
proteins)  protein  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,60  0,03  0,01  0,96  0,01  0,05  0,94  0,03  0,25  AW067052  ‐‐‐ 
Zm.1079.3.A1_at  PCO064414 mRNA sequence  ‐‐‐  0,60  0,06  0,04  0,47  0,02  0,01  0,88  0,09  0,33  BM347782  ‐‐‐ 
Zm.5797.2.A1_a_at  Clone 15420 mRNA sequence  ‐‐‐  0,61  0,06  0,04  0,81  0,03  0,00  0,91  0,02  0,09  BE050459  ‐‐‐ 
Zm.3889.2.A1_a_at 
Clone Contig185 mRNA sequen‐
ce 
‐‐‐  0,61  0,07  0,04  0,91  0,02  0,03  0,94  0,04  0,31  BM335204  ‐‐‐ 
Zm.807.1.A1_at  PCO121395 mRNA sequence  ‐‐‐  0,61  0,04  0,04  0,43  0,08  0,01  0,84  0,08  0,18  BG836005  ‐‐‐ 
Zm.9865.1.A1_at  PCO094430 mRNA sequence  ‐‐‐  0,62  0,02  0,00  0,82  0,04  0,05  0,95  0,01  0,04  CK826989  ‐‐‐ 
Zm.3353.1.A1_at  CL32648_1 mRNA sequence  ‐‐‐  0,63  0,02  0,02  0,81  0,04  0,03  1,02  0,06  0,88  AI947755  ‐‐‐ 
Zm.7040.2.S1_at 
Clone  EL01N0555B07.c  mRNA 
sequence 
‐‐‐  0,63  0,04  0,02  0,79  0,04  0,05  1,00  0,06  0,92  AY104911.1  ‐‐‐ 
Zm.3838.1.A1_at 
Clone Contig350 mRNA sequen‐
ce 
‐‐‐  0,63  0,06  0,03  0,57  0,05  0,02  1,00  0,06  0,96  CF063291  ‐‐‐ 
Zm.17550.1.A1_at  Transcribed locus  ‐‐‐  0,66  0,07  0,05  0,74  0,05  0,04  0,79  0,04  0,04  CK368201  ‐‐‐ 
Zm.7040.2.S1_x_at 
Clone  EL01N0555B07.c  mRNA 
sequence 
‐‐‐  0,66  0,06  0,05  0,79  0,04  0,04  1,01  0,06  1,00  AY104911.1  ‐‐‐ 
Zm.4965.1.A1_at  PCO120907 mRNA sequence  ‐‐‐  0,66  0,03  0,01  0,92  0,01  0,02  0,75  0,02  0,01  CF018804  ‐‐‐ 
Zm.17162.1.S1_at  PCO121445 mRNA sequence  ‐‐‐  0,67  0,05  0,02  0,66  0,07  0,05  1,08  0,11  0,56  BF729347  ‐‐‐ 
Zm.14471.3.S1_at  PCO101521 mRNA sequence  ‐‐‐  0,68  0,06  0,04  0,83  0,03  0,03  0,99  0,03  0,73  CA404574  ‐‐‐ 
Zm.6438.1.A1_at 
Clone  EL01N0432H12  mRNA 
sequence 
‐‐‐  0,69  0,04  0,01  0,42  0,04  0,01  1,58  0,09  0,04  BM268459  ‐‐‐ 
Zm.2895.3.S1_a_at  CL2281_1 mRNA sequence  ‐‐‐  0,69  0,04  0,04  0,73  0,05  0,04  0,93  0,06  0,36  CF017512  ‐‐‐ 
ZmAffx.802.1.A1_at 
Transcribed  locus,  weakly 
similar  to  NP_001056347.1 
Os05g0566900  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,70  0,05  0,03  0,75  0,02  0,01  0,77  0,24  0,44  AI770371  ‐‐‐ 
Zm.5314.2.A1_at  CL15999_3 mRNA sequence  ‐‐‐  0,70  0,05  0,03  0,84  0,03  0,02  1,22  0,01  0,00  AW179427  ‐‐‐ 
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Zm.6423.2.A1_at  Allene oxide cyclase1  aoc1  0,70  0,04  0,02  0,76  0,03  0,01  1,02  0,02  0,30  AI691968 
NM_0
01111
775 
Zm.1903.1.S1_at  PCO117059 mRNA sequence  ‐‐‐  0,71  0,06  0,04  0,21  0,05  0,03  0,40  0,12  0,03  CD965960  ‐‐‐ 
Zm.16843.1.S1_at  CL12356_1 mRNA sequence  ‐‐‐  0,71  0,02  0,02  0,91  0,02  0,05  0,93  0,03  0,13  AI978092  ‐‐‐ 
Zm.18438.1.S1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to XP_468577.1 Putative 
plastid  ribosomal  protein  L11 
[Oryza  sativa  (japonica  cultivar‐
group)] 
‐‐‐  0,72  0,05  0,02  0,70  0,03  0,04  0,87  0,07  0,21  CD979191  ‐‐‐ 
Zm.14470.1.S1_a_at  PCO105770 mRNA sequence  ‐‐‐  0,72  0,05  0,04  0,95  0,01  0,02  0,93  0,01  0,05  CA400454  ‐‐‐ 
Zm.17609.1.S1_at  CL16981_1 mRNA sequence  ‐‐‐  0,74  0,04  0,03  0,91  0,01  0,01  0,98  0,04  0,66  CA404456  ‐‐‐ 
Zm.7934.1.S1_at  PCO131259 mRNA sequence  ‐‐‐  0,74  0,02  0,00  0,79  0,04  0,04  0,75  0,05  0,03  BM080498  ‐‐‐ 
Zm.4714.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  NP_001049885.1 
Os03g0305700  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,75  0,06  0,05  0,90  0,02  0,04  1,18  0,07  0,12  AI738144  ‐‐‐ 
Zm.598.1.A1_at  lethal embryo mutant1  lem1  0,75  0,05  0,04  0,86  0,01  0,03  0,88  0,05  0,16  AF332375.1 
NM_0
01112
446 
Zm.16532.4.S1_x_at  PCO154872 mRNA sequence  ‐‐‐  0,77  0,02  0,02  0,75  0,05  0,05  0,96  0,06  0,57  BI423682  ‐‐‐ 
Zm.6163.1.A1_at  CL3001_1 mRNA sequence  ‐‐‐  0,79  0,02  0,02  0,88  0,01  0,02  0,95  0,02  0,11  AI712204  ‐‐‐ 
Zm.6676.1.S1_at  PCO147903 mRNA sequence  ‐‐‐  0,81  0,03  0,04  0,84  0,03  0,04  0,95  0,07  0,53  AW927976  ‐‐‐ 
Zm.15499.1.A1_at  PCO126351 mRNA sequence  ‐‐‐  0,82  0,03  0,03  0,81  0,04  0,03  0,87  0,04  0,08  AY107766.1  ‐‐‐ 
Zm.7074.1.A1_at  Clone 4116 mRNA sequence  ‐‐‐  0,82  0,02  0,03  0,85  0,03  0,03  1,12  0,05  0,14  CF634632  ‐‐‐ 
Zm.7121.1.A1_at 
Clone  EL01N0321B07.c  mRNA 
sequence 
‐‐‐  0,82  0,02  0,03  0,80  0,03  0,02  0,89  0,04  0,07  AY104050.1  ‐‐‐ 
Zm.13466.1.S1_at  PCO127940 mRNA sequence  ‐‐‐  0,84  0,02  0,01  0,80  0,03  0,03  1,09  0,05  0,20  AY109079.1  ‐‐‐ 
Zm.8762.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  NP_001055485.1 
Os05g0401000  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,85  0,03  0,02  0,55  0,05  0,02  0,90  0,07  0,31  CF625727  ‐‐‐ 
Zm.1403.1.S1_at 
Transcribed  locus,  strongly 
similar  to  NP_001048432.1 
Os02g0804300  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,87  0,02  0,05  0,50  0,07  0,04  0,95  0,01  0,12  BE012190  ‐‐‐ 
Zm.3770.2.A1_at 
Clone  EL01N0368D06.c  mRNA 
sequence 
‐‐‐  0,91  0,01  0,01  0,81  0,02  0,03  0,98  0,03  0,58  CD437110  ‐‐‐ 
MW: Mittelwert; SF: Standardfehler; t‐Test gepaart und zweiseitig p=0,05 
 
Tabelle 5.2: Licht‐induzierte und Zucker‐reprimierte Gene. 
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Zm.3428.1.A1_at 
Transcribed  locus,  weakly 
similar  to  NP_914828.1 
P0004D12.22  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,04  0,01  0,03  1,58  0,19  0,10  0,92  0,01  0,01  AI964613  ‐‐‐ 
Zm.10811.2.S1_at  Clone 12409 mRNA sequence  ‐‐‐  0,04  0,01  0,01  0,60  0,02  0,01  0,88  0,02  0,02  BM079148  ‐‐‐ 
Zm.1753.1.A1_a_at 
NOD26‐like  membrane  integral 
protein ZmNIP2‐1 
LOC5426
43 
0,04  0,01  0,00  1,16  0,02  0,02  0,86  0,03  0,03  AF326484.1 
NM_0
01112
167 
Zm.11778.1.A1_at  Transcribed locus  ‐‐‐  0,06  0,02  0,02  1,86  0,24  0,07  0,57  0,03  0,04  BM380652  ‐‐‐ 
Zm.401.1.A1_at 
pyruvate  dehydrogenase  kinase 
isoform 2 
PDK2  0,06  0,00  0,01  1,52  0,23  0,18  0,76  0,03  0,03  AF038586.1 
NM_0
01112
138 
Zm.2485.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  NP_974932.1  hydro‐
lase [Arabidopsis thaliana] 
‐‐‐  0,07  0,01  0,01  1,03  0,04  0,53  0,91  0,02  0,02  BG841709  ‐‐‐ 
Zm.719.2.S1_a_at  thioredoxin M1  trm1  0,09  0,02  0,01  1,01  0,01  0,56  0,90  0,01  0,03  BG320289 
NM_0
01111
860 
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Zm.2964.1.S1_s_at  PCO110619 mRNA sequence  ‐‐‐  0,10  0,01  0,01  0,95  0,05  0,40  0,85  0,01  0,00  AY106674.1  ‐‐‐ 
Zm.8591.1.A1_a_at  PCO122077 mRNA sequence  ‐‐‐  0,11  0,01  0,00  1,03  0,09  0,76  0,92  0,02  0,04  BM351047  ‐‐‐ 
Zm.4874.1.A1_at  CL21246_1 mRNA sequence  ‐‐‐  0,11  0,01  0,00  1,28  0,08  0,09  0,97  0,00  0,03  BU098855  ‐‐‐ 
Zm.11660.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  NP_001031974.1 
catalytic [Arabidopsis thaliana] 
‐‐‐  0,12  0,01  0,00  1,08  0,12  0,57  0,92  0,01  0,00  BM379753  ‐‐‐ 
Zm.315.1.A1_at  peroxidase  pox2  0,12  0,06  0,00  1,05  0,29  1,00  0,78  0,08  0,04  AJ401275.1 
NM_0
01112
110 
Zm.1341.1.A1_at  PCO102443 mRNA sequence  ‐‐‐  0,12  0,03  0,01  0,96  0,02  0,21  0,93  0,02  0,04  BF729181  ‐‐‐ 
Zm.13605.1.S1_at  PCO084394 mRNA sequence  ‐‐‐  0,13  0,02  0,01  1,91  0,44  0,19  0,81  0,04  0,05  CO522133  ‐‐‐ 
Zm.18091.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar to NP_919945.1 putative 
alcohol  dehydrogenase  [Oryza 
sativa (japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,13  0,03  0,03  1,00  0,02  0,96  0,68  0,03  0,02  BQ538837  ‐‐‐ 
Zm.1778.1.A1_at  Clone 4059 mRNA sequence  ‐‐‐  0,13  0,04  0,03  0,89  0,10  0,31  0,61  0,07  0,03  AW438152  ‐‐‐ 
Zm.18639.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar to NP_180594.2 nuclease 
[Arabidopsis thaliana] 
‐‐‐  0,13  0,04  0,02  1,73  0,04  0,00  0,85  0,04  0,05  CF631246  ‐‐‐ 
Zm.507.1.A1_at 
phosphogluconate  dehydroge‐
nase3 
pgd3  0,15  0,01  0,02  0,04  0,01  0,00  0,75  0,03  0,00  AY108628.1  ‐‐‐ 
Zm.18513.1.S1_at 
Transcribed  locus,  weakly 
similar  to  NP_908878.1 
B1146B04.13  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,15  0,04  0,03  1,05  0,08  0,75  0,71  0,04  0,03  CO531043  ‐‐‐ 
Zm.16191.1.S1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  XP_506445.1  PRE‐
DICTED  OJ1579_C03.2  gene 
product  [Oryza  sativa  (japonica 
cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,15  0,02  0,00  0,46  0,09  0,03  0,80  0,02  0,03  BF727710  ‐‐‐ 
Zm.13478.1.S1_at  PCO084978 mRNA sequence  ‐‐‐  0,16  0,02  0,03  0,17  0,01  0,00  0,66  0,03  0,01  AW037215  ‐‐‐ 
Zm.6522.1.A1_x_at 
Clone  EL01N0449B06.d  mRNA 
sequence 
‐‐‐  0,17  0,02  0,03  1,39  0,10  0,05  0,85  0,01  0,02  AI745745  ‐‐‐ 
Zm.14904.1.A1_at  PCO096361 mRNA sequence  ‐‐‐  0,17  0,02  0,01  0,27  0,04  0,04  0,58  0,05  0,05  CO521990  ‐‐‐ 
Zm.2221.1.S1_at  Clone 4138 mRNA sequence  ‐‐‐  0,17  0,02  0,01  1,07  0,02  0,06  0,91  0,02  0,05  AW324591  ‐‐‐ 
ZmAffx.1082.1.S1_at  PCO102097 mRNA sequence  ‐‐‐  0,18  0,03  0,00  1,13  0,14  0,44  0,75  0,04  0,02  AI973391  ‐‐‐ 
Zm.3722.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  XP_507345.1  PRE‐
DICTED  OSJNBa0044E16.27 
gene  product  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,18  0,02  0,01  1,08  0,11  0,50  0,94  0,01  0,03  BG874143  ‐‐‐ 
Zm.11756.1.A1_x_at 
Clone  EL01N0425C08.d  mRNA 
sequence 
‐‐‐  0,19  0,06  0,01  0,79  0,50  0,51  0,41  0,05  0,05  BM380495  ‐‐‐ 
Zm.9954.1.A1_a_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  XP_473130.1 
OSJNBb0065L13.6  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,20  0,01  0,00  2,15  0,10  0,01  0,72  0,05  0,02  BM349938  ‐‐‐ 
Zm.6643.1.S1_at  CL24572_1 mRNA sequence  ‐‐‐  0,20  0,02  0,01  1,11  0,01  0,01  0,88  0,02  0,03  BM080215  ‐‐‐ 
Zm.13263.1.A1_at  nitrite reductase  gpm108b  0,20  0,05  0,03  0,06  0,01  0,03  0,57  0,04  0,02  AY109418.1  ‐‐‐ 
Zm.3796.1.A1_at  PCO080986 mRNA sequence  ‐‐‐  0,20  0,12  0,01  0,67  0,04  0,04  0,67  0,04  0,02  BG836961  ‐‐‐ 
Zm.19277.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  XP_470975.1 
OSJNBb0004G23.4  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,21  0,05  0,00  2,35  0,25  0,02  0,79  0,03  0,01  CO533311  ‐‐‐ 
Zm.101.2.A1_at  Ferredoxin‐thioredoxin1  ftr1  0,21  0,07  0,03  1,04  0,18  0,94  0,57  0,06  0,03  AY105599.1  ‐‐‐ 
Zm.17232.1.A1_a_at  PCO156137 mRNA sequence  ‐‐‐  0,21  0,06  0,02  0,20  0,11  0,06  0,13  0,03  0,01  CF631293  ‐‐‐ 
Zm.14985.1.A1_at  CRS2‐associated factor 2  CAF2  0,21  0,05  0,03  0,90  0,10  0,39  0,86  0,01  0,01  AY264369.1 
NM_0
01112
199 
Zm.9896.1.A1_at  Transcribed locus  ‐‐‐  0,22  0,06  0,01  0,12  0,02  0,00  0,23  0,05  0,01  BM351279  ‐‐‐ 
Zm.8214.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to XP_476082.1 putative 
Myb‐related transcription factor 
[Oryza  sativa  (japonica  cultivar‐
group)] 
‐‐‐  0,22  0,02  0,00  0,91  0,09  0,38  0,84  0,03  0,03  BM075490  ‐‐‐ 
Zm.12850.1.A1_at 
Transcribed  locus,  weakly 
similar  to  NP_921494.1  un‐
known  protein  [Oryza  sativa 
‐‐‐  0,22  0,03  0,02  0,82  0,11  0,22  0,61  0,06  0,04  CF637976  ‐‐‐ 
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(japonica cultivar‐group)] 
Zm.7489.1.A1_at 
Transcribed  locus,  weakly 
similar  to  NP_001068420.1 
Os11g0666100  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,22  0,02  0,01  1,36  0,17  0,17  0,58  0,03  0,01  BM078668  ‐‐‐ 
Zm.13422.1.A1_at  CL53010_1 mRNA sequence  ‐‐‐  0,22  0,03  0,01  0,86  0,11  0,36  0,81  0,02  0,05  CD946114  ‐‐‐ 
AFFX‐r2‐TagIN‐M_at  ‐‐‐  ‐‐‐  0,22  0,13  0,01  0,50  0,31  0,23  0,33  0,12  0,05 
AFFX‐r2‐
TagIN‐M 
‐‐‐ 
Zm.1451.2.S1_at 
Clone Contig398 mRNA sequen‐
ce 
‐‐‐  0,23  0,03  0,02  1,08  0,02  0,04  0,87  0,02  0,01  CF021148  ‐‐‐ 
Zm.16341.1.S1_at  Transcribed locus  ‐‐‐  0,23  0,10  0,05  0,80  0,06  0,09  0,80  0,03  0,02  CF349042  ‐‐‐ 
Zm.6569.5.A1_at  PCO083451 mRNA sequence  ‐‐‐  0,23  0,16  0,04  1,24  0,99  0,67  0,78  0,11  0,02  CF637455  ‐‐‐ 
Zm.12423.1.S1_at  PCO091928 mRNA sequence  ‐‐‐  0,23  0,03  0,01  0,12  0,07  0,03  0,25  0,08  0,01  AY105422.1  ‐‐‐ 
Zm.889.2.S1_at 
Clone Contig246 mRNA sequen‐
ce 
‐‐‐  0,23  0,03  0,03  1,11  0,00  0,00  0,95  0,01  0,03  CD439290  ‐‐‐ 
Zm.9358.1.A1_at  Transcribed locus  ‐‐‐  0,24  0,01  0,00  0,38  0,04  0,00  0,90  0,01  0,03  BM348583  ‐‐‐ 
Zm.18731.1.S1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  NP_001045107.1 
Os01g0900900  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,24  0,02  0,00  1,09  0,06  0,28  0,81  0,02  0,03  CO523902  ‐‐‐ 
Zm.17557.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  NP_001058180.1 
Os06g0643700  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,25  0,05  0,02  1,16  0,06  0,10  0,79  0,02  0,03  CK370056  ‐‐‐ 
Zm.4807.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  XP_475352.1  hypo‐
thetical  protein  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,26  0,06  0,02  1,46  0,08  0,02  0,67  0,05  0,02  CO518291  ‐‐‐ 
Zm.13584.1.A1_at  PCO100212 mRNA sequence  ‐‐‐  0,26  0,02  0,00  1,47  0,10  0,06  0,88  0,01  0,02  AY107853.1  ‐‐‐ 
Zm.131.1.A1_at 
siroheme  uroporphyrinogen 
methyltransferase1 
sum1  0,28  0,03  0,03  0,03  0,01  0,00  0,56  0,05  0,02  D83391.1 
NM_0
01112
254 
Zm.2667.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  NP_001063200.1 
Os09g0420900  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,29  0,06  0,03  0,85  0,19  0,51  0,59  0,07  0,02  AW066795  ‐‐‐ 
Zm.16562.1.S1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  NP_001058637.1 
Os06g0727400  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,29  0,10  0,03  1,02  0,18  0,87  0,75  0,05  0,02  CO530845  ‐‐‐ 
Zm.7889.1.A1_at 
somatic  embryogenesis 
receptor‐like kinase3 
serk3  0,29  0,02  0,00  1,32  0,06  0,03  0,86  0,01  0,00  AW091189  ‐‐‐ 
Zm.2490.1.A1_at 
Transcribed  locus,  weakly 
similar  to  NP_001055600.1 
Os05g0426200  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,29  0,00  0,01  1,10  0,03  0,09  0,90  0,02  0,03  CF635197  ‐‐‐ 
Zm.798.2.S1_at  IDP1473 protein  IDP1473  0,30  0,01  0,01  1,33  0,06  0,03  0,82  0,03  0,03  CO528512  ‐‐‐ 
Zm.5194.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  NP_001065156.1 
Os10g0533600  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,30  0,01  0,00  1,16  0,07  0,15  0,90  0,02  0,02  BM269267  ‐‐‐ 
Zm.18726.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  NP_001065745.1 
Os11g0148000  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,30  0,01  0,00  1,00  0,01  0,93  0,67  0,04  0,02  BM075022  ‐‐‐ 
Zm.8748.1.A1_at 
Transcribed  locus,  weakly 
similar  to  NP_001062618.1 
Os09g0129600  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,31  0,03  0,04  1,28  0,10  0,07  0,62  0,05  0,05  BM340490  ‐‐‐ 
Zm.10119.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  XP_507144.1  PRE‐
DICTED  P0462E11.7  gene 
product  [Oryza  sativa  (japonica 
cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,31  0,05  0,03  0,76  0,04  0,01  0,70  0,02  0,01  AW330816  ‐‐‐ 
Zm.10413.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to XP_470554.1 Putative 
phosphoinositide  phosphatase 
[Oryza sativa] 
‐‐‐  0,31  0,01  0,00  1,56  0,18  0,04  0,89  0,02  0,04  BM336637  ‐‐‐ 
Zm.17712.1.S1_at  PCO088271 mRNA sequence  ‐‐‐  0,31  0,05  0,04  1,13  0,14  0,42  0,77  0,03  0,04  CK370052  ‐‐‐ 
Zm.5135.1.A1_at 
Dual‐specificity  protein‐like 
phosphatase 3 
LOC7327
26 
0,32  0,03  0,00  0,87  0,16  0,45  0,89  0,01  0,03  AI600980 
NM_0
01112
355 
Zm.15894.1.A1_at  Ribosomal protein L17  rpl17  0,32  0,01  0,01  1,37  0,07  0,03  0,75  0,06  0,04  BG873874 
NM_0
01111
420 
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Zm.1855.1.A1_at  CL12874_1 mRNA sequence  ‐‐‐  0,33  0,11  0,04  0,60  0,10  0,08  0,52  0,09  0,03  CO520028  ‐‐‐ 
Zm.1846.1.A1_at  Transcribed locus  ‐‐‐  0,33  0,08  0,01  0,55  0,05  0,07  0,66  0,05  0,01  CK348051  ‐‐‐ 
ZmAffx.180.1.A1_at 
Transcribed  locus,  strongly 
similar  to  XP_548544.2  PRE‐
DICTED: similar to solute carrier 
family  15,  member  4  [Canis 
familiaris] 
‐‐‐  0,33  0,04  0,02  0,28  0,05  0,00  0,81  0,02  0,02  AI668329  ‐‐‐ 
Zm.9637.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to NP_910420.1  nicotia‐
namine synthase 3 [Oryza sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,34  0,05  0,02  1,03  0,05  0,64  0,90  0,01  0,02  BM334419  ‐‐‐ 
Zm.3607.2.A1_at 
Transcribed  locus,  strongly 
similar to NP_922838.1 putative 
carnitine/acylcarnitine  translo‐
case  [Oryza  sativa  (japonica 
cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,35  0,04  0,01  0,94  0,02  0,07  0,75  0,03  0,02  CF637896  ‐‐‐ 
Zm.345.1.S1_at  OCL5 protein  ocl5  0,35  0,02  0,00  1,07  0,10  0,62  0,72  0,02  0,02  AJ250987.1 
NM_0
01111
657 
Zm.19275.1.A1_at  CL50858_1 mRNA sequence  ‐‐‐  0,35  0,04  0,01  1,05  0,05  0,47  0,90  0,02  0,04  BM080650  ‐‐‐ 
Zm.4511.1.S1_at 
Clone  EL01N0412H10.d  mRNA 
sequence 
‐‐‐  0,37  0,01  0,00  1,19  0,15  0,37  0,69  0,02  0,02  AI734516  ‐‐‐ 
Zm.7449.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  NP_001057986.1 
Os06g0597000  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,38  0,01  0,01  1,10  0,04  0,15  0,69  0,05  0,03  CF623876  ‐‐‐ 
Zm.10840.1.S1_at  PCO114470 mRNA sequence  ‐‐‐  0,39  0,15  0,03  0,46  0,17  0,04  0,55  0,08  0,03  CF009749  ‐‐‐ 
Zm.19280.1.S1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  NP_916194.1  putati‐
veDof zinc  finger protein  [Oryza 
sativa (japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,39  0,02  0,00  1,30  0,12  0,13  0,78  0,05  0,05  CO524637  ‐‐‐ 
Zm.3851.1.A1_at  PCO143034 mRNA sequence  ‐‐‐  0,39  0,12  0,04  0,75  0,08  0,10  0,86  0,02  0,02  CK394813  ‐‐‐ 
Zm.17222.1.A1_at  PCO100079 mRNA sequence  ‐‐‐  0,40  0,06  0,04  0,84  0,06  0,12  0,84  0,01  0,01  CK144311  ‐‐‐ 
Zm.4980.1.A1_at  PCO090448 mRNA sequence  ‐‐‐  0,40  0,01  0,01  1,11  0,04  0,11  0,90  0,02  0,03  CF626828  ‐‐‐ 
Zm.13055.2.S1_at 
Clone  EL01N0508H10.c  mRNA 
sequence 
‐‐‐  0,41  0,05  0,02  1,03  0,04  0,52  0,71  0,01  0,00  CA403909  ‐‐‐ 
Zm.13737.1.S1_at  PCO088722 mRNA sequence  ‐‐‐  0,42  0,10  0,02  1,00  0,35  0,88  0,67  0,03  0,04  AI622376  ‐‐‐ 
Zm.15205.1.A1_at  Transcribed locus  ‐‐‐  0,42  0,05  0,03  1,75  0,12  0,03  0,86  0,03  0,04  BM350765  ‐‐‐ 
Zm.325.1.A1_at  response regulator 6  RR6  0,42  0,02  0,00  0,07  0,03  0,00  0,66  0,01  0,00  AB042268.1 
NM_0
01111
387 
Zm.2031.1.A1_x_at  csu1120 protein  csu1120  0,42  0,03  0,01  1,02  0,20  0,89  0,71  0,07  0,04  AY103664.1  ‐‐‐ 
Zm.8535.1.A1_at 
Clone Contig132 mRNA sequen‐
ce 
‐‐‐  0,42  0,02  0,01  1,03  0,03  0,47  0,72  0,06  0,03  AY104401.1  ‐‐‐ 
Zm.12034.1.A1_at 
Transcribed  locus,  weakly 
similar  to  XP_478677.1  hypo‐
thetical  protein  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,43  0,06  0,02  1,33  0,11  0,10  0,92  0,01  0,02  BM382798  ‐‐‐ 
Zm.6302.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to XP_476082.1 putative 
Myb‐related transcription factor 
[Oryza  sativa  (japonica  cultivar‐
group)] 
‐‐‐  0,43  0,04  0,03  0,88  0,10  0,32  0,68  0,01  0,00  CO533765  ‐‐‐ 
Zm.1033.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  NP_001051395.1 
Os03g0769400  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,43  0,01  0,00  0,89  0,02  0,05  0,78  0,05  0,03  BE640167  ‐‐‐ 
Zm.12965.1.A1_at 
Clone  EL01N0438D07  mRNA 
sequence 
‐‐‐  0,44  0,06  0,04  1,06  0,05  0,33  0,63  0,04  0,02  CA402509  ‐‐‐ 
Zm.17570.1.A1_at  CL9311_1 mRNA sequence  ‐‐‐  0,45  0,04  0,02  0,77  0,08  0,13  0,87  0,01  0,02  CK144848  ‐‐‐ 
Zm.2357.1.S1_at 
Clone  EL01N0419D01  mRNA 
sequence 
‐‐‐  0,45  0,05  0,03  1,23  0,11  0,13  0,81  0,03  0,04  CF006853  ‐‐‐ 
Zm.4350.1.A1_at 
Transcribed  locus,  weakly 
similar  to  NP_001044406.1 
Os01g0775100  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,45  0,03  0,00  1,22  0,06  0,08  0,82  0,04  0,03  AW091239  ‐‐‐ 
Zm.9554.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  XP_473287.1 
OSJNBa0081C01.23  [Oryza 
sativa (japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,46  0,09  0,03  1,07  0,24  0,94  0,46  0,06  0,03  BM267111  ‐‐‐ 
Zm.7016.2.A1_at  PCO146670 mRNA sequence  ‐‐‐  0,46  0,01  0,00  1,11  0,04  0,11  0,90  0,03  0,04  CF626808  ‐‐‐ 
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Zm.7699.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  XP_507010.1  PRE‐
DICTED  OJ1369_G08.2  gene 
product  [Oryza  sativa  (japonica 
cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,47  0,03  0,00  0,79  0,06  0,10  0,79  0,03  0,03  BM080093  ‐‐‐ 
Zm.5972.1.A1_at  PCO066334 mRNA sequence  ‐‐‐  0,47  0,03  0,00  0,87  0,11  0,34  0,69  0,05  0,02  AI665988  ‐‐‐ 
Zm.18229.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  XP_506864.1  PRE‐
DICTED  OJ1004_A05.15  gene 
product  [Oryza  sativa  (japonica 
cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,48  0,07  0,04  0,90  0,09  0,33  0,69  0,06  0,05  CN845146  ‐‐‐ 
Zm.13055.1.S1_at 
Clone  EL01N0508H10.c  mRNA 
sequence 
‐‐‐  0,48  0,07  0,03  0,79  0,11  0,20  0,44  0,13  0,02  CF637576  ‐‐‐ 
Zm.7501.1.S1_at  PCO124033 mRNA sequence  ‐‐‐  0,48  0,05  0,01  0,37  0,05  0,00  0,60  0,07  0,01  BM078707  ‐‐‐ 
Zm.9315.1.S1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  XP_480594.1  hypo‐
thetical  protein  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,48  0,15  0,03  0,84  0,24  0,51  0,57  0,10  0,03  AW225214  ‐‐‐ 
Zm.18512.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  XP_472947.1 
OJ000223_09.13  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,48  0,04  0,01  0,86  0,05  0,12  0,83  0,03  0,03  CO518706  ‐‐‐ 
Zm.14556.1.A1_a_at 
(MU141B) mRNA  for U14  small 
nucleolar RNA 
‐‐‐  0,49  0,05  0,02  0,92  0,04  0,17  0,72  0,04  0,02  BM079777  ‐‐‐ 
Zm.2957.1.A1_at  PCO129489 mRNA sequence  ‐‐‐  0,49  0,00  0,01  1,11  0,02  0,04  0,86  0,02  0,03  CK371564  ‐‐‐ 
Zm.16359.1.A1_at  Transcribed locus  ‐‐‐  0,50  0,04  0,03  1,18  0,57  0,87  0,28  0,17  0,03  CA828795  ‐‐‐ 
Zm.3198.2.A1_a_at  Clone 4493 mRNA sequence  ‐‐‐  0,51  0,03  0,01  1,25  0,08  0,10  0,91  0,02  0,05  CN844169  ‐‐‐ 
Zm.12625.1.A1_at  Transcribed locus  ‐‐‐  0,51  0,04  0,02  0,77  0,12  0,27  0,74  0,01  0,02  BU051542  ‐‐‐ 
Zm.8146.1.A1_at 
Transcribed  locus,  weakly 
similar  to  NP_001058275.1 
Os06g0661500  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,52  0,04  0,01  1,20  0,08  0,10  0,88  0,03  0,04  CK347514  ‐‐‐ 
Zm.5359.1.A1_at  hypothetical protein AY106592 
AY10659
2 
0,52  0,05  0,02  0,91  0,08  0,39  0,80  0,04  0,04  AY106592.1  ‐‐‐ 
Zm.14823.1.A1_at  Clone 5287 mRNA sequence  ‐‐‐  0,52  0,03  0,00  1,12  0,02  0,04  0,84  0,01  0,00  CK371235  ‐‐‐ 
Zm.3467.1.A1_at  PCO124093 mRNA sequence  ‐‐‐  0,55  0,06  0,01  0,92  0,11  0,44  0,81  0,02  0,02  CF626421  ‐‐‐ 
Zm.3378.1.A1_at  CL768_1 mRNA sequence  ‐‐‐  0,56  0,04  0,02  1,09  0,04  0,16  0,93  0,00  0,00  BQ538332  ‐‐‐ 
Zm.6749.1.A1_at  PCO084121 mRNA sequence  ‐‐‐  0,56  0,02  0,01  1,43  0,10  0,05  0,95  0,01  0,05  BM079523  ‐‐‐ 
Zm.4096.2.A1_a_at  PCO086957 mRNA sequence  ‐‐‐  0,57  0,04  0,02  1,13  0,08  0,23  0,89  0,03  0,05  AY110537.1  ‐‐‐ 
Zm.18038.1.S1_at  PCO067123 mRNA sequence  ‐‐‐  0,58  0,03  0,02  0,82  0,02  0,01  0,79  0,05  0,05  CD219308  ‐‐‐ 
Zm.11798.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to XP_468327.1 putative 
phosphate  transporter  [Oryza 
sativa (japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,58  0,08  0,04  0,98  0,10  0,82  0,73  0,01  0,04  BM380830  ‐‐‐ 
Zm.16107.1.S1_at  Transcribed locus  ‐‐‐  0,58  0,07  0,02  0,54  0,05  0,01  0,67  0,05  0,02  AI612310  ‐‐‐ 
ZmAffx.799.1.S1_at  ‐‐‐  ‐‐‐  0,58  0,05  0,03  0,98  0,16  0,80  0,72  0,02  0,04  AI770347  ‐‐‐ 
Zm.6376.1.A1_at  PCO102337 mRNA sequence  ‐‐‐  0,58  0,02  0,00  0,90  0,07  0,29  0,76  0,01  0,00  AY106982.1  ‐‐‐ 
Zm.8302.1.A1_at 
Transcribed  locus,  weakly 
similar  to  XP_468449.1  un‐
known  protein  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,58  0,03  0,01  1,28  0,04  0,02  0,95  0,01  0,02  CO530440  ‐‐‐ 
Zm.3483.1.A1_at  CL25181_‐1 mRNA sequence  ‐‐‐  0,60  0,03  0,01  1,29  0,16  0,23  0,79  0,02  0,02  BG842836  ‐‐‐ 
Zm.13982.1.S1_at  PCO069460 mRNA sequence  ‐‐‐  0,60  0,06  0,02  0,81  0,14  0,31  0,94  0,01  0,03  AY104726.1  ‐‐‐ 
Zm.17350.1.A1_s_at 
Clone  EL01T0206H06.c  mRNA 
sequence 
‐‐‐  0,60  0,01  0,00  0,83  0,08  0,18  0,79  0,03  0,04  CO524170  ‐‐‐ 
Zm.16941.1.S1_at  PCO149292 mRNA sequence  ‐‐‐  0,61  0,01  0,00  0,86  0,03  0,08  0,60  0,01  0,00  AY105148.1  ‐‐‐ 
Zm.3358.2.A1_at  PCO079161 mRNA sequence  ‐‐‐  0,61  0,05  0,03  1,02  0,04  0,65  0,78  0,02  0,03  AY105740.1  ‐‐‐ 
Zm.1531.1.A1_at 
Transcribed  locus,  strongly 
similar  to  XP_470113.1  un‐
known  protein  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,62  0,07  0,05  1,14  0,09  0,30  0,60  0,07  0,05  BM378607  ‐‐‐ 
Zm.3358.1.A1_at  PCO079161 mRNA sequence  ‐‐‐  0,62  0,05  0,03  0,77  0,07  0,06  0,67  0,06  0,03  AI947857  ‐‐‐ 
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Zm.9865.1.A1_at  PCO094430 mRNA sequence  ‐‐‐  0,62  0,02  0,00  0,82  0,04  0,05  0,95  0,01  0,04  CK826989  ‐‐‐ 
Zm.2472.2.A1_at  CL810_1 mRNA sequence  ‐‐‐  0,62  0,07  0,02  0,89  0,04  0,10  0,83  0,02  0,02  BM416740  ‐‐‐ 
Zm.3600.2.S1_a_at 
Clone  cr1n.pk0123.c1,  mRNA 
sequence 
‐‐‐  0,63  0,02  0,02  1,24  0,09  0,13  0,90  0,01  0,02  AF457970.1  ‐‐‐ 
Zm.97.1.S1_at  Eukaryotic initiation factor‐5  eIF‐5  0,63  0,03  0,01  0,96  0,02  0,19  0,76  0,04  0,03  BM073786 
NM_0
01112
008 
Zm.5083.1.A1_a_at 
Clone  EL01N0443H09.c  mRNA 
sequence 
‐‐‐  0,63  0,04  0,03  1,17  0,02  0,02  0,90  0,01  0,01  AY103727.1  ‐‐‐ 
Zm.16049.1.S1_at  Ribosomal protein S28  rps28  0,64  0,04  0,04  0,88  0,10  0,36  0,93  0,01  0,02  BM888637 
NM_0
01112
078 
Zm.17550.1.A1_at  Transcribed locus  ‐‐‐  0,66  0,07  0,05  0,74  0,05  0,04  0,79  0,04  0,04  CK368201  ‐‐‐ 
Zm.4965.1.A1_at  PCO120907 mRNA sequence  ‐‐‐  0,66  0,03  0,01  0,92  0,01  0,02  0,75  0,02  0,01  CF018804  ‐‐‐ 
Zm.18433.1.S1_at  PCO072227 mRNA sequence  ‐‐‐  0,66  0,04  0,02  0,97  0,09  0,79  0,89  0,01  0,01  CO528669  ‐‐‐ 
Zm.12228.1.S1_at  CL36095_1 mRNA sequence  ‐‐‐  0,67  0,03  0,02  1,09  0,10  0,47  0,88  0,02  0,03  BQ293557  ‐‐‐ 
Zm.455.1.S1_at 
dihydrolipoamide  S‐
acetyltransferase 
LOC5417
81 
0,67  0,03  0,02  0,91  0,07  0,31  0,93  0,01  0,03  AF135014.1 
NM_0
01111
466 
Zm.5989.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  XP_475350.1  un‐
known  protein  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,67  0,02  0,00  1,03  0,10  0,87  0,87  0,02  0,01  AI666066  ‐‐‐ 
Zm.12596.1.S1_at 
Transcribed  locus,  strongly 
similar  to  XP_507530.1  PRE‐
DICTED  P0431B06.16  gene 
product  [Oryza  sativa  (japonica 
cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,68  0,05  0,03  1,26  0,08  0,09  0,75  0,01  0,00  CK826744  ‐‐‐ 
Zm.18432.1.S1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  NP_001050634.1 
Os03g0605300  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,68  0,05  0,03  1,00  0,10  0,93  0,71  0,07  0,01  CO532745  ‐‐‐ 
Zm.13583.2.S1_at 
Dual‐specificity  protein‐like 
phosphatase 1 
LOC7327
24 
0,69  0,05  0,04  1,65  0,05  0,00  0,88  0,01  0,01  AY107859.1 
NM_0
01112
353 
Zm.6946.2.S1_a_at 
Clone  EL01N0504E07.c  mRNA 
sequence 
‐‐‐  0,69  0,02  0,00  1,25  0,06  0,06  0,94  0,01  0,03  CO528668  ‐‐‐ 
Zm.3889.6.A1_a_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  XP_579468.1  PRE‐
DICTED:  triosephosphate 
isomerase 1 [Rattus norvegicus] 
‐‐‐  0,69  0,05  0,03  0,94  0,07  0,48  0,94  0,01  0,02  AI691964  ‐‐‐ 
Zm.6711.1.A1_at  Clone 9459 mRNA sequence  ‐‐‐  0,70  0,03  0,04  1,07  0,10  0,55  0,91  0,01  0,01  AY104120.1  ‐‐‐ 
Zm.1903.1.S1_at  PCO117059 mRNA sequence  ‐‐‐  0,71  0,06  0,04  0,21  0,05  0,03  0,40  0,12  0,03  CD965960  ‐‐‐ 
ZmAffx.960.1.A1_at  PCO145650 mRNA sequence  ‐‐‐  0,73  0,04  0,03  0,86  0,06  0,17  0,89  0,01  0,02  AI833639  ‐‐‐ 
Zm.8939.1.A1_at  PCO126290 mRNA sequence  ‐‐‐  0,73  0,05  0,04  1,07  0,19  0,82  0,83  0,04  0,03  BM334228  ‐‐‐ 
Zm.6051.1.S1_at  PCO099830 mRNA sequence  ‐‐‐  0,74  0,05  0,05  1,02  0,07  0,72  0,75  0,04  0,02  AY109052.1  ‐‐‐ 
Zm.7934.1.S1_at  PCO131259 mRNA sequence  ‐‐‐  0,74  0,02  0,00  0,79  0,04  0,04  0,75  0,05  0,03  BM080498  ‐‐‐ 
Zm.1481.1.A1_at 
Transcribed  locus,  weakly 
similar  to  NP_001062574.1 
Os09g0111100  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,75  0,05  0,04  1,19  0,14  0,30  0,74  0,03  0,03  BG841913  ‐‐‐ 
Zm.9620.1.A1_at 
Clone  EL01N0505A08.d  mRNA 
sequence 
‐‐‐  0,79  0,04  0,05  1,33  0,08  0,03  0,90  0,01  0,02  CA403653  ‐‐‐ 
Zm.16252.1.A1_at  PCO086522 mRNA sequence  ‐‐‐  0,80  0,02  0,01  1,04  0,03  0,22  0,94  0,01  0,04  CD526604  ‐‐‐ 
Zm.9602.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  XP_467196.1  un‐
known  protein  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,82  0,02  0,00  1,56  0,15  0,05  0,73  0,05  0,04  BM339194  ‐‐‐ 
ZmAffx.19.1.A1_at  PCO116187 mRNA sequence  ‐‐‐  0,84  0,03  0,03  1,09  0,07  0,31  0,93  0,01  0,04  AI586648  ‐‐‐ 
Zm.18253.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  XP_507434.1  PRE‐
DICTED  P0576F08.10  gene 
product  [Oryza  sativa  (japonica 
cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,87  0,02  0,02  1,15  0,05  0,10  0,91  0,02  0,04  CN844972  ‐‐‐ 
Zm.2832.1.A1_at  CL10641_1 mRNA sequence  ‐‐‐  0,95  0,01  0,03  1,28  0,30  0,46  0,76  0,04  0,03  AY112553.1  ‐‐‐ 
MW: Mittelwert; SF: Standardfehler; t‐Test gepaart und zweiseitig p=0,05 
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Zm.131.1.A1_at 
siroheme  uroporphyrinogen 
methyltransferase1 
sum1  0,28  0,03  0,03  0,03  0,01  0,00  0,56  0,05  0,02  D83391.1 
NM_0
01112
254 
Zm.507.1.A1_at 
phosphogluconate  dehydroge‐
nase3 
pgd3  0,15  0,01  0,02  0,04  0,01  0,00  0,75  0,03  0,00  AY108628.1  ‐‐‐ 
Zm.125.1.S1_at  nitrate reductase (NAD(P)H)  nar  0,12  0,09  0,13  0,04  0,02  0,00  0,56  0,07  0,03  X64446.1  ‐‐‐ 
Zm.13263.1.A1_at  nitrite reductase  gpm108b  0,20  0,05  0,03  0,06  0,01  0,03  0,57  0,04  0,02  AY109418.1  ‐‐‐ 
Zm.325.1.A1_at  response regulator 6  RR6  0,42  0,02  0,00  0,07  0,03  0,00  0,66  0,01  0,00  AB042268.1 
NM_0
01111
387 
Zm.250.1.S1_at  basal layer antifungal protein2  bap2  9,72  8,42  0,84  0,09  0,01  0,02  0,13  0,05  0,03  CF007330 
NM_0
01112
109 
Zm.9896.1.A1_at  Transcribed locus  ‐‐‐  0,22  0,06  0,01  0,12  0,02  0,00  0,23  0,05  0,01  BM351279  ‐‐‐ 
Zm.12423.1.S1_at  PCO091928 mRNA sequence  ‐‐‐  0,23  0,03  0,01  0,12  0,07  0,03  0,25  0,08  0,01  AY105422.1  ‐‐‐ 
Zm.18496.1.S1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  XP_472626.1 
P0076O17.11  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  5,36  3,92  0,19  0,13  0,02  0,00  0,55  0,04  0,03  CO519895  ‐‐‐ 
Zm.326.1.S1_at  response regulator 7  RR7  0,80  0,06  0,05  0,13  0,03  0,00  0,75  0,03  0,01  AB042269.1 
NM_0
01111
388 
Zm.1827.1.S1_at  PCO136119 mRNA sequence  ‐‐‐  0,53  0,16  0,10  0,14  0,04  0,01  0,29  0,13  0,03  BF728492  ‐‐‐ 
Zm.13478.1.S1_at  PCO084978 mRNA sequence  ‐‐‐  0,16  0,02  0,03  0,17  0,01  0,00  0,66  0,03  0,01  AW037215  ‐‐‐ 
Zm.18051.1.A1_at  Transcribed locus  ‐‐‐  6,47  1,16  0,06  0,19  0,07  0,01  0,14  0,04  0,02  CF631263  ‐‐‐ 
Zm.7671.1.A1_at  Transcribed locus  ‐‐‐  2,32  1,64  0,83  0,21  0,07  0,04  0,34  0,12  0,03  BM073122  ‐‐‐ 
Zm.1903.1.S1_at  PCO117059 mRNA sequence  ‐‐‐  0,71  0,06  0,04  0,21  0,05  0,03  0,40  0,12  0,03  CD965960  ‐‐‐ 
Zm.19215.2.S1_at  CL549_1 mRNA sequence  ‐‐‐  0,60  0,43  0,50  0,23  0,02  0,02  0,19  0,04  0,01  BG321066  ‐‐‐ 
ZmAffx.304.1.A1_at  ‐‐‐  ‐‐‐  1,05  0,45  0,50  0,23  0,16  0,04  0,35  0,16  0,03  AI670437  ‐‐‐ 
Zm.1820.1.S1_at  PCO116858 mRNA sequence  ‐‐‐  0,42  0,16  0,05  0,23  0,12  0,01  0,36  0,17  0,02  CF009592  ‐‐‐ 
Zm.9756.1.A1_at 
Transcribed  locus,  weakly 
similar  to  XP_468836.1  C2H2‐
type  zinc  finger  protein  ZFP36 
[Oryza  sativa  (japonica  cultivar‐
group)] 
‐‐‐  2,26  1,14  0,45  0,23  0,06  0,02  0,21  0,04  0,02  BM338065  ‐‐‐ 
Zm.1737.2.A1_a_at  PCO094531 mRNA sequence  ‐‐‐  3,44  1,28  0,22  0,23  0,13  0,04  0,31  0,14  0,04  AW355997  ‐‐‐ 
ZmAffx.638.1.S1_at  ‐‐‐  ‐‐‐  1,10  0,12  0,45  0,25  0,10  0,02  0,11  0,02  0,03  AI715066  ‐‐‐ 
Zm.10344.1.S1_at  nrt2.1 protein  nrt2.1  1,39  0,57  0,79  0,27  0,11  0,02  0,24  0,06  0,03  AY129953.1 
NM_0
01111
725 
Zm.14904.1.A1_at  PCO096361 mRNA sequence  ‐‐‐  0,17  0,02  0,01  0,27  0,04  0,04  0,58  0,05  0,05  CO521990  ‐‐‐ 
Zm.17981.1.A1_at  Transcribed locus  ‐‐‐  0,90  0,31  0,74  0,27  0,09  0,04  0,34  0,16  0,04  CK827727  ‐‐‐ 
ZmAffx.410.1.S1_at  ‐‐‐  ‐‐‐  2,83  2,42  0,59  0,28  0,11  0,04  0,07  0,02  0,01  AI670262  ‐‐‐ 
Zm.34.7.S1_x_at  Clone 17465 mRNA sequence  ‐‐‐  1,01  0,40  0,63  0,28  0,12  0,02  0,38  0,10  0,03  CD447935  ‐‐‐ 
ZmAffx.270.1.S1_at  ‐‐‐  ‐‐‐  0,64  0,44  0,58  0,28  0,11  0,00  0,26  0,11  0,00  AI670398  ‐‐‐ 
ZmAffx.180.1.A1_at 
Transcribed  locus,  strongly 
similar  to  XP_548544.2  PRE‐
DICTED: similar to solute carrier 
family  15,  member  4  [Canis 
familiaris] 
‐‐‐  0,33  0,04  0,02  0,28  0,05  0,00  0,81  0,02  0,02  AI668329  ‐‐‐ 
Zm.15761.1.S1_at 
Clone  EL01T0205D01.c  mRNA 
sequence 
‐‐‐  1,66  0,93  0,74  0,29  0,07  0,01  0,16  0,07  0,00  CD445921  ‐‐‐ 
Zm.16971.1.A1_at  cytokinin oxidase 3  cko3  0,83  0,20  0,34  0,31  0,05  0,02  0,76  0,05  0,02  AJ606944.1 
NM_0
01111
693 
Zm.17513.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  XP_470595.1  Un‐
known  protein  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,90  0,17  0,52  0,32  0,05  0,00  0,70  0,04  0,03  BM074532  ‐‐‐ 
Zm.18105.1.S1_at  narrow sheath1  ns1  0,80  0,39  0,36  0,33  0,04  0,01  0,59  0,10  0,03  CO527288 
NM_0
01111
690 
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Zm.14944.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  NP_189528.1 
ATMDR1/ATMDR11/PGP19; 
ATPase,  coupled  to  transmem‐
brane movement  of  substances 
[Arabidopsis thaliana] 
‐‐‐  1,37  0,84  0,90  0,34  0,05  0,02  0,71  0,05  0,03  CB334702  ‐‐‐ 
Zm.7501.1.S1_at  PCO124033 mRNA sequence  ‐‐‐  0,48  0,05  0,01  0,37  0,05  0,00  0,60  0,07  0,01  BM078707  ‐‐‐ 
Zm.9358.1.A1_at  Transcribed locus  ‐‐‐  0,24  0,01  0,00  0,38  0,04  0,00  0,90  0,01  0,03  BM348583  ‐‐‐ 
Zm.674.1.S1_at  beta‐expansin 6  expB6  0,78  0,04  0,06  0,39  0,05  0,01  0,35  0,02  0,00  AF332179.1 
NM_0
01112
105 
Zm.9944.1.A1_at  Transcribed locus  ‐‐‐ 
13,9
1 
13,5
4 
0,55  0,41  0,04  0,03  0,28  0,07  0,04  BM332224  ‐‐‐ 
Zm.9430.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to XP_480325.1 putative 
somatic embryogenesis receptor 
kinase 1  [Oryza  sativa  (japonica 
cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,75  0,07  0,07  0,42  0,04  0,01  0,82  0,03  0,05  BM268822  ‐‐‐ 
Zm.10095.1.A1_at 
Transcribed  locus,  weakly 
similar  to  NP_175665.1  un‐
known  protein  [Arabidopsis 
thaliana] 
‐‐‐  9,08  3,42  0,04  0,43  0,05  0,02  0,64  0,06  0,04  CF633991  ‐‐‐ 
Zm.2331.1.S1_x_at 
Clone  EL01N0438F11.c  mRNA 
sequence 
‐‐‐ 
14,4
4 
3,86  0,01  0,44  0,04  0,01  0,45  0,06  0,03  AY106132.1  ‐‐‐ 
Zm.4667.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  NP_921970.1  hypo‐
thetical  protein  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  5,51  2,12  0,00  0,45  0,05  0,00  0,48  0,06  0,00  BG266366  ‐‐‐ 
Zm.10840.1.S1_at  PCO114470 mRNA sequence  ‐‐‐  0,39  0,15  0,03  0,46  0,17  0,04  0,55  0,08  0,03  CF009749  ‐‐‐ 
Zm.16191.1.S1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  XP_506445.1  PRE‐
DICTED  OJ1579_C03.2  gene 
product  [Oryza  sativa  (japonica 
cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,15  0,02  0,00  0,46  0,09  0,03  0,80  0,02  0,03  BF727710  ‐‐‐ 
Zm.17782.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  XP_466938.1  ABA‐
responsive  protein‐like  [Oryza 
sativa (japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  3,84  0,52  0,01  0,47  0,05  0,03  0,43  0,03  0,01  BM079932  ‐‐‐ 
Zm.571.1.S1_at  sesquiterpene cyclase1  stc1  0,47  0,11  0,14  0,47  0,07  0,03  0,67  0,02  0,02  AF296122.1 
NM_0
01112
412 
Zm.2914.1.S1_at 
Transcribed  locus,  weakly 
similar  to  XP_468505.1  un‐
known  protein  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  3,33  0,22  0,00  0,48  0,05  0,02  0,61  0,08  0,05  AW091221  ‐‐‐ 
Zm.16981.1.A1_at 
Transcribed  locus,  strongly 
similar  to  NP_001051133.1 
Os03g0726200  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  1,03  0,09  0,89  0,48  0,06  0,03  0,89  0,02  0,04  CF645753  ‐‐‐ 
Zm.17914.1.S1_at  Transcribed locus  ‐‐‐  0,63  0,11  0,13  0,48  0,18  0,04  0,32  0,10  0,01  CK787215  ‐‐‐ 
Zm.1396.1.A1_at 
Transcribed  locus,  weakly 
similar  to  XP_475456.1  un‐
known  protein  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  3,22  0,66  0,03  0,49  0,02  0,00  0,59  0,01  0,00  CK827228  ‐‐‐ 
Zm.10159.1.A1_at 
Clone  EL01N0439G03.c  mRNA 
sequence 
‐‐‐  0,98  0,13  0,81  0,50  0,02  0,00  0,75  0,05  0,04  BM350333  ‐‐‐ 
Zm.11811.1.S1_at 
Clone  EL01T0404H02.c  mRNA 
sequence 
‐‐‐  3,00  0,58  0,01  0,51  0,05  0,02  0,62  0,06  0,03  CF052353  ‐‐‐ 
Zm.13856.1.A1_at  formate tetrahyrofolate ligase 
LOC5419
44 
3,04  1,39  0,04  0,52  0,06  0,00  0,45  0,06  0,00  AF439727.1  ‐‐‐ 
Zm.406.2.A1_a_at 
NADPH  producing  dehydroge‐
nase  of  the  oxidative  pentose 
phosphate pathway 
pdh1  1,03  0,08  0,84  0,53  0,05  0,02  0,85  0,02  0,02  CK348246 
NM_0
01111
440 
Zm.7641.1.A1_at 
Transcribed  locus,  weakly 
similar  to XP_477812.1 putative 
dimethylaniline monooxygenase 
[Oryza  sativa  (japonica  cultivar‐
group)] 
‐‐‐  1,70  0,86  0,65  0,53  0,09  0,04  0,59  0,07  0,04  BM351144  ‐‐‐ 
Zm.16107.1.S1_at  Transcribed locus  ‐‐‐  0,58  0,07  0,02  0,54  0,05  0,01  0,67  0,05  0,02  AI612310  ‐‐‐ 
Zm.2131.2.A1_at  PCO113991 mRNA sequence  ‐‐‐  0,55  0,10  0,05  0,55  0,09  0,04  0,87  0,02  0,04  BM333872  ‐‐‐ 
ZmAffx.1005.1.S1_at  lipoxygenase  LOX8  0,41  0,16  0,14  0,55  0,02  0,04  0,83  0,01  0,03  AI881362 
NM_0
01112
509 
Zm.4557.1.S1_at 
Clone  EL01N0361C01.c  mRNA 
sequence 
‐‐‐  1,38  0,17  0,13  0,56  0,02  0,00  0,78  0,03  0,02  CD436673  ‐‐‐ 
Zm.10795.1.A1_at  CL853_1 mRNA sequence  ‐‐‐  1,03  0,17  0,92  0,56  0,05  0,02  0,81  0,03  0,03  AY109658.1  ‐‐‐ 
Zm.15381.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  XP_466672.1  un‐
‐‐‐  0,68  0,12  0,20  0,57  0,02  0,01  0,75  0,04  0,05  BM350025  ‐‐‐ 
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known  protein  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
Zm.4134.1.A1_at  PCO077834 mRNA sequence  ‐‐‐  0,72  0,09  0,15  0,58  0,03  0,01  0,80  0,02  0,02  AI691521  ‐‐‐ 
ZmAffx.980.1.A1_at  CL45976_‐1 mRNA sequence  ‐‐‐  0,63  0,08  0,09  0,59  0,01  0,00  0,82  0,03  0,03  AI714647  ‐‐‐ 
Zm.9942.1.A1_at  CL17043_1 mRNA sequence  ‐‐‐  1,48  0,13  0,03  0,59  0,08  0,03  0,76  0,02  0,01  CK368883  ‐‐‐ 
Zm.10811.2.S1_at  Clone 12409 mRNA sequence  ‐‐‐  0,04  0,01  0,01  0,60  0,02  0,01  0,88  0,02  0,02  BM079148  ‐‐‐ 
Zm.2275.1.S1_at  PCO122203 mRNA sequence  ‐‐‐  2,64  0,64  0,13  0,60  0,13  0,03  0,45  0,15  0,00  BF728016  ‐‐‐ 
Zm.6147.3.A1_at  PCO068678 mRNA sequence  ‐‐‐  0,79  0,17  0,36  0,62  0,03  0,01  0,72  0,06  0,04  CN070879  ‐‐‐ 
ZmAffx.949.1.A1_at 
Transcribed  locus,  weakly 
similar  to  NP_909149.1  un‐
known  protein  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  1,17  0,19  0,54  0,62  0,08  0,03  0,47  0,15  0,04  AI833412  ‐‐‐ 
Zm.17948.1.A1_at  PCO127157 mRNA sequence  ‐‐‐  3,37  0,48  0,00  0,65  0,03  0,02  0,65  0,02  0,01  CF630514  ‐‐‐ 
ZmAffx.997.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to XP_465732.1 Avr9/Cf‐
9  rapidly  elicited  protein‐like 
[Oryza  sativa  (japonica  cultivar‐
group)] 
‐‐‐  1,66  0,20  0,04  0,65  0,05  0,02  0,84  0,03  0,04  AI857164  ‐‐‐ 
Zm.10647.1.A1_at  PCO115659 mRNA sequence  ‐‐‐  0,97  0,08  0,71  0,65  0,00  0,01  0,85  0,00  0,01  CK371386  ‐‐‐ 
Zm.10314.1.S1_at 
origin  recognition  complex 
subunit 5 
orc5  1,35  0,42  0,70  0,66  0,06  0,02  0,75  0,01  0,00  CF016059  ‐‐‐ 
Zm.4699.1.S1_at 
Clone  EL01N0413F08  mRNA 
sequence 
‐‐‐  1,26  0,44  0,75  0,66  0,02  0,01  0,78  0,01  0,01  CK787284  ‐‐‐ 
Zm.2144.1.A1_at 
Clone  EL01N0413D09.c  mRNA 
sequence 
‐‐‐  0,75  0,16  0,28  0,67  0,03  0,01  0,79  0,02  0,01  CF626427  ‐‐‐ 
Zm.12160.1.S1_at 
Clone  EL01N0328B07.c  mRNA 
sequence 
‐‐‐  1,55  0,29  0,21  0,67  0,08  0,04  0,51  0,08  0,03  CO532241  ‐‐‐ 
Zm.3796.1.A1_at  PCO080986 mRNA sequence  ‐‐‐  0,20  0,12  0,01  0,67  0,04  0,04  0,67  0,04  0,02  BG836961  ‐‐‐ 
Zm.4654.1.A1_a_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to XP_467243.1 putative 
basic‐helix‐loop‐helix  transcrip‐
tion  factor  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  2,01  0,17  0,01  0,69  0,09  0,04  0,46  0,04  0,02  AI666008  ‐‐‐ 
Zm.14323.1.S1_at  PCO105438 mRNA sequence  ‐‐‐  4,31  0,54  0,02  0,69  0,03  0,00  0,78  0,02  0,01  CF011513  ‐‐‐ 
Zm.1954.1.S1_at 
Clone  EL01N0558G07.c  mRNA 
sequence 
‐‐‐  0,84  0,05  0,09  0,71  0,06  0,04  0,82  0,02  0,02  AY104136.1  ‐‐‐ 
Zm.5024.1.S1_at  CL11234_1 mRNA sequence  ‐‐‐  1,69  0,41  0,13  0,71  0,04  0,03  0,52  0,11  0,04  AY111429.1  ‐‐‐ 
Zm.12357.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  NP_001066216.1 
Os12g0160500  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  4,07  0,69  0,05  0,71  0,04  0,02  0,55  0,08  0,02  CB381715  ‐‐‐ 
Zm.4323.1.A1_a_at  CL3418_1 mRNA sequence  ‐‐‐  1,51  0,21  0,12  0,72  0,03  0,01  0,91  0,01  0,02  AY110219.1  ‐‐‐ 
Zm.11651.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  NP_001049042.1 
Os03g0161200  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  1,23  0,36  0,73  0,72  0,05  0,05  0,86  0,04  0,04  BM379693  ‐‐‐ 
Zm.14270.1.A1_a_at  Clone 5526 mRNA sequence  ‐‐‐  3,83  0,42  0,01  0,73  0,04  0,02  0,86  0,02  0,01  AY105925.1  ‐‐‐ 
ZmAffx.1003.1.S1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  NP_001049885.1 
Os03g0305700  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,92  0,06  0,32  0,73  0,05  0,04  0,53  0,05  0,01  AI881345  ‐‐‐ 
Zm.2885.1.A1_at 
Transcribed  locus,  weakly 
similar  to  NP_001045531.1 
Os01g0971100  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  1,49  0,09  0,01  0,73  0,06  0,03  0,53  0,03  0,00  CF625330  ‐‐‐ 
Zm.15602.1.S1_at 
Clone Contig467 mRNA sequen‐
ce 
‐‐‐  1,69  0,22  0,03  0,74  0,06  0,04  0,76  0,03  0,03  CA399213  ‐‐‐ 
Zm.17550.1.A1_at  Transcribed locus  ‐‐‐  0,66  0,07  0,05  0,74  0,05  0,04  0,79  0,04  0,04  CK368201  ‐‐‐ 
Zm.15714.1.S1_a_at  transglutaminase  tgz21  0,82  0,10  0,25  0,74  0,05  0,04  0,77  0,02  0,00  AJ488103.1 
NM_0
01111
688 
Zm.13924.1.S1_at  thylakoid assembly1  tha1  1,05  0,05  0,41  0,76  0,05  0,03  0,85  0,02  0,01  U71123.1  ‐‐‐ 
Zm.5508.1.A1_at  CL9821_‐1 mRNA sequence  ‐‐‐  1,04  0,15  1,00  0,76  0,01  0,00  0,69  0,05  0,02  CO522823  ‐‐‐ 
Zm.10119.1.A1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  XP_507144.1  PRE‐
DICTED  P0462E11.7  gene 
product  [Oryza  sativa  (japonica 
cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,31  0,05  0,03  0,76  0,04  0,01  0,70  0,02  0,01  AW330816  ‐‐‐ 
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Zm.1926.1.A1_at  PCO078506 mRNA sequence  ‐‐‐  0,67  0,06  0,08  0,77  0,04  0,02  0,71  0,02  0,02  CO521075  ‐‐‐ 
Zm.14285.1.S1_at  CL59140_1 mRNA sequence  ‐‐‐  1,77  0,04  0,01  0,77  0,02  0,01  0,89  0,01  0,01  BM266353  ‐‐‐ 
Zm.869.1.A1_x_at  PCO079544 mRNA sequence  ‐‐‐  1,48  0,05  0,01  0,77  0,02  0,02  0,60  0,07  0,04  BQ539517  ‐‐‐ 
Zm.1596.1.S1_at  PCO109765 mRNA sequence  ‐‐‐  1,00  0,10  0,99  0,78  0,05  0,04  0,83  0,04  0,03  AY104099.1  ‐‐‐ 
Zm.7934.1.S1_at  PCO131259 mRNA sequence  ‐‐‐  0,74  0,02  0,00  0,79  0,04  0,04  0,75  0,05  0,03  BM080498  ‐‐‐ 
Zm.12589.1.S1_a_at  ribosomal protein S6 kinase  S6K  2,78  0,76  0,02  0,80  0,02  0,01  0,73  0,01  0,00  AY389497.1 
NM_0
01111
767 
Zm.6826.2.A1_a_at  PCO138189 mRNA sequence  ‐‐‐  1,17  0,03  0,02  0,81  0,00  0,00  0,85  0,01  0,01  CK368983  ‐‐‐ 
Zm.18441.1.S1_at 
Transcribed  locus,  moderately 
similar  to  NP_911721.1  organic 
solute  transporter‐like  [Oryza 
sativa (japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  1,71  0,27  0,06  0,81  0,00  0,00  0,91  0,01  0,02  CO523498  ‐‐‐ 
Zm.9865.1.A1_at  PCO094430 mRNA sequence  ‐‐‐  0,62  0,02  0,00  0,82  0,04  0,05  0,95  0,01  0,04  CK826989  ‐‐‐ 
Zm.18038.1.S1_at  PCO067123 mRNA sequence  ‐‐‐  0,58  0,03  0,02  0,82  0,02  0,01  0,79  0,05  0,05  CD219308  ‐‐‐ 
Zm.12069.5.S1_a_at  PCO156137 mRNA sequence  ‐‐‐  1,02  0,12  0,94  0,83  0,04  0,05  0,72  0,02  0,01  AI740028  ‐‐‐ 
Zm.17199.1.A1_at 
Transcribed  locus,  strongly 
similar  to XP_467400.1 putative 
kinesin  light  chain  [Oryza  sativa 
(japonica cultivar‐group)] 
‐‐‐  0,97  0,05  0,57  0,84  0,04  0,04  0,92  0,01  0,03  CK370582  ‐‐‐ 
Zm.16524.4.A1_at  PCO156137 mRNA sequence  ‐‐‐  1,49  0,24  0,17  0,85  0,00  0,00  0,71  0,05  0,03  AY107003.1  ‐‐‐ 
Zm.16771.1.A1_at  PCO099563 mRNA sequence  ‐‐‐  2,41  0,17  0,00  0,85  0,01  0,01  0,68  0,07  0,04  AI833437  ‐‐‐ 
Zm.4742.1.A1_at  PCO144951 mRNA sequence  ‐‐‐  1,79  0,05  0,00  0,89  0,02  0,03  0,85  0,02  0,04  CO520887  ‐‐‐ 
Zm.4965.1.A1_at  PCO120907 mRNA sequence  ‐‐‐  0,66  0,03  0,01  0,92  0,01  0,02  0,75  0,02  0,01  CF018804  ‐‐‐ 
Zm.6437.1.A1_a_at  PCO124238 mRNA sequence  ‐‐‐  1,09  0,06  0,27  0,93  0,02  0,04  0,92  0,01  0,04  CA402215  ‐‐‐ 
MW: Mittelwert; SF: Standardfehler; t‐Test gepaart und zweiseitig p=0,05 
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5.5 Abkürzungsverzeichnis 
Abkürzung  Bedeutung
%  Prozent
°C  Grad Celcius
µg  Mikrogramm
µl  Mikroliter
µmol  Mikromol
Ac  Acetylierung
ADP  Adenosindiphosphat
ATP  Adenosintriphosphat
bp  Basenpaar
BSA  Bovine Serum Albumin
CA  Carboanhydrase
cDNA  complementary (komplementäre) DNA 
ChIP  Chromatinimmunopräzipitation
cm  Zentimeter
CO2  Kohlenstoffdioxid
dest.  Destilliert
DNA  Desoxyribonukleinsäure
DNase  Desoxyribonuklease
dNTP  Desoxynukleotid‐5´‐triphosphat
DOG  Desoxyglucose
DTT  Dithiothreitol
EDTA  Ethylendiamintetraacetat
EtBr  Ethidiumbromid
g  Erdbeschleunigung
g  Gramm
G6P‐DH  Glucose‐6‐Phosphat‐Dehydrogenase
h  Stunde
H2O  Wasser
HAT  Histonacetyltransferase
HDAC  Histondeacytelase
HCl  Salzsäure
HK  Hexokinase
HMT  Hydroxymethyltransferase
hnRNA  Heterogenous‐nuclear RNA
K  Kaliumnitrat
Kb  Kilobasen
l  Liter
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Abkürzung  Bedeutung
L  Licht
LiCl  Lithiumchlorid
LL  Dauerlicht
m  Meter
m2  Quadratmeter
M  Mol pro Liter (molar)
MDH  Malatdehydrogenase
Me  Methylierung
Me  Malatenzym
mg  Milligramm
MgCl2  Magnesiumchlorid
min  Minute
ml  Milliliter
mM  Millimolar
M‐MLV‐RT  Reverse Transkriptase aus dem Moloney Murine  
Leukemia Virus 
mRNA  messenger (Boten‐) RNA
N  Normal
NaCl  Natriumchlorid
NAD+  Nicotinamiddinucleotid, oxidiert
NADH  Nicotinamiddinucleotid, reduziert
NADP+  Nicotinamiddinucleotidphosphat, oxidiert 
NADPH  Nicotinamiddinucleotidphosphat, reduziert 
NaOH  Natriumhydroxid
ng  Nanogramm
nm  Nanometer
O2  Sauerstoff
OAA  Oxalacetat
p.a.  pro analysis
PEP  Phosphoenolpyruvat
Pepc  Phosphoenolpyruvatcarboxylase
PCR  polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)
PGI  Phosphoglucoisomerase
Ph  Phosphorylierung
pmol  Picomol
Ppdk  Pyruvat‐Pi‐Dikinase
PYR  Pyruvat
qPCR  Quantitative PCR
RNA  Ribonukleinsäure
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Abkürzung  Bedeutung
RNase  Ribonuklease
RUBISCO  Ribulose‐1,5‐bisphosphat‐Carboxylase/Oxygenase 
RuBP  Ribulose‐1,5‐bisphosphat
s  Sekunde
Sec  Sekunde
SDS  Sodiumdodecylsulfat
TAE  Tris‐Acetat‐EDTA
TIS  Transkriptionsinitiationsstelle
Tris  Trishydroxymethylaminoethan
TSA  Trichostatin A
U  Unit
UTR  untranslatierte Region
V  Volt
v/v  volume/volume
w/v  weight/volume
Z  Zeatin
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